






Je tiens tout d’abord à remercier les membres du jury pour avoir accepté de juger 
ce travail – Pr. Catherine Muller et Dr. Michael Schnekenburger – ainsi que les deux 
rapporteurs de cette thèse – Dr. Casimir Blonski et Pr. Jean-Claude Guillemot. 
Je remercie également le CNRS et Pierre-Fabre pour le financement de ma BDI 
ainsi que la FRM pour l’aide à la fin de thèse. 
Merci à Paola Arimondo de m’avoir donné ma chance et de m’avoir guidé tout au 
long de cette thèse. Merci de ton soutien pendant tout ce projet, de m’avoir redirigé 
quand je m’éloignais trop et d’avoir géré mes (nombreuses) crises d’angoisse. 
Merci à Isabelle Dufau de m’avoir co-encadré pendant la majeure partie de ma 
thèse. Merci de m’avoir initié aux tests enzymatiques, à la miniaturisation, à la rigueur 
scientifique et technique, à prendre mon temps quand il le fallait et à sprinter quand il le 
fallait. Merci pour les bouffées d’air frais quand, oui parfois, tout n’était pas rose. Même 
après être partie du laboratoire, tu as continué à m’encadrer et à m’apprendre toujours 
plus. Grâce à toi, j’ai pris confiance en moi et j’ai pu véritablement grandir. Merci pour 
tout. 
Je tiens ensuite à remercier les personnes qui m’ont apporté leurs conseils 
scientifiques avisés tout au long de cette thèse, ainsi que de mémorables fous-rires : 
Valérie Poughon, Laurence Fleury, Stéphane Vispé, Jean-Marc Grégoire et Frédéric 
Ausseil. Grâce à votre expertise, j’ai pu résoudre de nombreux problèmes épineux lors 
d’une réunion ou au détour d’une discussion improvisée. Valérie et Laurence, merci de 
m’avoir inclus dans le très célèbre gang des poupoules et pour l’étincelle de folie que 
vous m’avez apporté. Stéphane, merci pour tes imitations et pour ton sens du spectacle 
qui ont illuminé nos repas. Jean-Marc et Fred, merci pour votre humour, votre sens de la 
dérision et de m’avoir adoptée après le départ d’Isabelle. Merci de m’avoir aidé à tenir la 
distance !  
Je remercie bien sûr toute l’équipe, aussi bien du côté des biologistes que des 
chimistes. Merci à Yannick Aussaguès, Natacha Novosad et Véronique Masson de 
m’avoir aidé sur certaines manipulations. Merci à Arnaud Samson de m’avoir fait 
sourire et merci à Frédéric Alby pour sa bonne humeur. Merci à Joëlle Riond et 
Chantal Etiévant pour leurs encouragements au sein de notre petit carré d’open-space. 
 
ii 
Merci à Fanny Assemat pour sa gentillesse et à Arnaud Carrier pour m’avoir mis des 
chansons stupides dans la tête. Enfin, un énorme merci à Philippe Vergnes pour nos 
pauses cafés et nos passionnantes discussions de geeks.   
Merci à Muriel Batut pour m’avoir formé aux HPLC et m’avoir aidé lors de mon 
passage en chimie. Merci à Christophe Long, Audrey Cannac et Nicolas Molinier pour 
l’expertise en chimie analytique qu’ils m’ont fournie. Merci à tous les autres chimistes 
qui m’ont tous aidé, à un moment ou à un autre de ma thèse : François Sautel, Jacques 
Fahy, Georges Massiot, Isabelle Pouny, Isabelle Carletti, Frédéric Cantagrel, Elodie 
Rilova, Ludovic Halby, Stéphanie Noguès et Marie Lopez. 
J’adresse des remerciements tout particuliers à Daniel Dauzonne qui m’a formé 
à la synthèse des flavanones avec gentillesse et bonne humeur, et à Laura Chauvigné, 
ancienne stagiaire d’Isabelle Dufau, qui a travaillé avec moi sur le test Flashplate™. 
Je n’aurai certainement pas réussi à affronter les coups durs pendant ces 3 ans et 
demi sans le support de mes proches. Un grand merci donc à Mélanie et Marie, pour 
nos délires mêmes lointains et pour être à mes côtés depuis tant d’années. Gigi, tu 
resteras toujours mon amour de toujours et une naine respectable. Ma Kurtinou, merci 
pour les avants-premières de tes scénarios qui m’ont sorti la tête de l’eau lors de ces 
jours où quand il pleut, il pleut, il pleut, il pleut… Merci à Vincent et Anthony, mes Troy 
and Abed in the morning ! Merci à Pierrick et Sébastien pour les bières salvatrices 
après les mauvaises journées. Et spéciale dédicace à tous ceux de la ComTso, le forum 
quantiquement déjanté ! 
Un énorme merci à Grégoire, mon rustre narcissique qui supporte au quotidien 
mon sale caractère, prend soin de moi et de mes fautes de grammaire, et qui est toujours 
là lorsque mon moral flanche. Je ne te remercierai jamais assez pour tout ce que tu m’as 
apporté et pour les fous-rires que j’ai pu avoir en écoutant le générique de Fort-Boyard. 
Enfin, mes derniers remerciements, mais pas les moindres, vont à ma famille. A 
mon père pour les conseils avisés qu’il m’a donné pendant toutes ces années, à ma 
mère pour savoir tempérer les choses quand j’explose, à mon frère pour ses précieux 
conseils diaboliques, et à mes grands-parents pour toujours me soutenir, quoi que je 
fasse. Merci à tous, je ne serai pas là où j’en suis sans vous… 
 
 
“Ce n’est pas tant l’intervention de nos amis qui nous aide, mais le fait de 




Table des matières 
 
Remerciements .................................................................................................................................. i 
Liste des figures ............................................................................................................................ viii 
Liste des tableaux ............................................................................................................................. x 
Abréviations ...................................................................................................................................... xi 
 
Introduction 
Chapitre 1 - Cancer ........................................................................................................................... 3 
1.1. Une maladie mondiale .................................................................................................................................. 3 
1.2. Les caractéristiques des cellules cancéreuses .................................................................................... 3 
1.3. De cellule saine à cancéreuse ..................................................................................................................... 5 
Chapitre 2 - L’épigénétique ........................................................................................................... 7 
2.1. La réponse à une question problématique ........................................................................................... 7 
2.2. Description du paysage épigénétique .................................................................................................... 8 
2.2.1. ARN non codants ........................................................................................................................................... 9 
2.2.2. Modifications non-covalentes de la chromatine .......................................................................... 10 
2.2.3. Modifications covalentes des histones .............................................................................................. 12 
2.2.4. Modifications covalentes de l’ADN : la méthylation ................................................................... 13 
2.2.5. Modifications covalentes de l’ADN : l’hydroxyméthylation ..................................................... 22 
2.2.6. Coopérativité ................................................................................................................................................. 24 
2.3. Epigénétique et cancer .............................................................................................................................. 25 
2.3.1. Dérégulation des ARNnc .......................................................................................................................... 25 
2.3.2. Dérégulations des nucléosomes et des variants d’histones ..................................................... 26 
2.3.3. Dérégulation des marques d’histones ............................................................................................... 26 
2.3.4. Dérégulation de la méthylation de l’ADN ........................................................................................ 27 
Chapitre 3 - Vers des thérapies épigénétiques .................................................................... 30 
3.1. Une thérapie… mais pour quelle cible ? ............................................................................................. 30 
3.1.1. Modifications d’histones ou méthylation de l’ADN ? .................................................................. 30 
3.1.2. Quelle(s) DNMT(s) inhiber ? .................................................................................................................. 31 
3.2. Quels tests pour les DNMT ? .................................................................................................................... 32 
 
iv 
3.2.1. Les tests enzymatiques ............................................................................................................................. 33 
3.2.2. Les tests cellulaires..................................................................................................................................... 35 
3.3. Les inhibiteurs existants ........................................................................................................................... 36 
3.3.1. Les analogues de nucléosides ................................................................................................................ 36 
3.3.2. Les inhibiteurs non nucléosidiques ..................................................................................................... 40 
 
Objectifs de la thèse ...................................................................................................................... 48 
 
Partie I - Synthèse et caractérisation des 3-chloro-3-nitroflavanones 
Chapitre 1 – Synthèse et Relations structures-activités (SAR) ...................................... 53 
1.1. Introduction ................................................................................................................................................... 53 
1.2. Matériels et méthodes ............................................................................................................................... 54 
1.2.1. Synthèse chimique ...................................................................................................................................... 54 
1.2.2. Tests enzymatiques .................................................................................................................................... 54 
1.2.3. Culture cellulaire, réexpression de Luc et cytotoxicité .............................................................. 56 
1.3. Résultats .......................................................................................................................................................... 57 
1.3.1. Synthèse chimique ...................................................................................................................................... 57 
1.3.2. Etude des relations structures-activités (SAR) ............................................................................. 60 
1.3.3. Activité des énantiomères purs et essais de stabilisation des molécules .......................... 61 
1.3.4. Induction de la ré-expression d’un gène rapporteur .................................................................. 67 
1.4. Discussion ....................................................................................................................................................... 69 
Chapitre 2 – Etude de la méthylation de l’ADN au niveau des promoteurs de TSG 72 
2.1. Introduction ................................................................................................................................................... 72 
2.2. Matériels et méthodes ............................................................................................................................... 77 
2.2.1. Lignées cellulaires et traitements ....................................................................................................... 77 
2.2.2. Extraction d’ADN et conversion au bisulfite de sodium ............................................................ 77 
2.2.3. Oligonucléotides et PCR sur ADN bisulfité ...................................................................................... 78 
2.2.4. Clonage, séquençage et analyse des données................................................................................. 78 
2.3. Résultats .......................................................................................................................................................... 80 
2.3.1. Méthylation du promoteur CMV .......................................................................................................... 80 
2.3.2. Choix des cibles endogènes ..................................................................................................................... 81 




Partie II - Recherche et mise au point d'un test enzymatique 
Contexte ............................................................................................................................................ 91 
Chapitre 1 - Dosage du SAH ........................................................................................................ 92 
1.1. Principe du test ............................................................................................................................................. 93 
1.2. Matériels et méthodes ............................................................................................................................... 94 
1.2.1. Matériels et réactifs ................................................................................................................................... 94 
1.2.2. Production de l’enzyme ............................................................................................................................ 94 
1.2.3. Formation du duplexe ............................................................................................................................... 95 
1.2.4. Tests enzymatiques .................................................................................................................................... 95 
1.3. Résultats .......................................................................................................................................................... 96 
1.3.1. Mise au point du dosage SAH ................................................................................................................ 96 
1.3.2. Choix du tampon de réaction ................................................................................................................ 97 
1.3.3. Application à la DNMT1 .......................................................................................................................... 99 
1.4. Discussion ....................................................................................................................................................... 99 
Chapitre 2 – Test de scintillation par proximité (SPA) .................................................. 101 
Gros, C., Chauvigné, L. et al. (2013) "Development of a universal radioactive DNA 
methyltransferase inhibition test for high-throughput screening and mechanistic 
studies" Nucleic Acids Research 41 (19), e185. 
 
Partie III - Applications du test Flashplate™ sur DNMT1 
Chapitre 1 - Applications........................................................................................................... 121 
1.1. Introduction ................................................................................................................................................ 121 
1.2. Matériels et méthodes ............................................................................................................................ 121 
1.3. Résultats ....................................................................................................................................................... 122 
1.3.1. Les 3-chloro-3-nitroflavanones ......................................................................................................... 122 
1.3.2. Les bisubstrats ........................................................................................................................................... 123 
1.3.3. Dérivés du NSC319745 .......................................................................................................................... 125 
1.3.4. Dérivés du BIX-01294 et UNC0638 .................................................................................................. 126 
1.3.5. Dérivés morpholino-pyrimidines et benzo-quinazolones...................................................... 127 
1.3.6. Dérivés Δ²-isoxazolines ......................................................................................................................... 128 
1.3.7. Dérivés SGI-1027 ...................................................................................................................................... 129 




Chapitre 2 – Mécanisme du SGI-1027 et de ses dérivés ................................................. 131 
2.1. Introduction ................................................................................................................................................ 131 
2.2. Matériel et méthodes .............................................................................................................................. 132 
2.2.5. Production et purification des enzymes ........................................................................................ 132 
2.2.6. Détermination des températures de dénaturation thermique de l’ADN (Tm) ........... 132 
2.2.7. Empreinte à la DNase I ......................................................................................................................... 133 
2.2.8. Fluorimétrie différentielle à balayage (Differential scanning fluorimetry ou DSF) 134 
2.2.9. Test d’inhibition et Compétitions en Flashplate™ sur DNMT1 et DNMT3A-C ............. 134 
2.3. Résultats ....................................................................................................................................................... 135 
2.3.1. Le SGI-1027 et ses analogues sont compétiteurs d’ADN, non-compétiteurs de SAM.
 135 
2.3.2. Etude d’interaction avec l’ADN. ........................................................................................................ 141 
2.3.3. Le SGI-1027 et ses analogues interagissent directement avec la DNMT3A et 
stabilisent le complexe DNMT3A-C/ADN. ......................................................................................................... 145 
2.4. Discussion .................................................................................................................................................... 146 
 
Conclusion 
Conclusion et perspectives ....................................................................................................... 153 
 
Annexes 
Annexe A.1...................................................................................................................................... 161 
Addendum Flavanones ......................................................................................................................................... 161 
Annexe A.2...................................................................................................................................... 166 
Equations de vitesse initiale de réaction en présence d’un inhibiteur se liant à un substrat . 166 
Annexe A.3...................................................................................................................................... 169 
DNA methylation inhibitors in cancer: recent and future approaches ............................................. 169 
Annexe A.4...................................................................................................................................... 187 
Preparation of phenylethylbenzamide derivatives as modulators of DNMT3 activity .............. 187 
Annexe A.5...................................................................................................................................... 197 
Properly substituted quinazoline analogues of BIX-01294 lose inhibition of G9a histone 
methyltransferase and gain selective anti-DNMT3A activity ............................................................... 197 
Annexe A.6...................................................................................................................................... 207 
 
vii 
Selective non-nucleoside inhibitors of human DNA methyltransferases active in cancer 
including cancer stem cells ................................................................................................................................. 207 
Annexe A.7...................................................................................................................................... 221 
Design, synthesis and biological evaluation of SGI-1027 analogues as inhibitors of DNA 
methylation ................................................................................................................................................................ 221 
 




Liste des figures 
Introduction 
Figure I-1. Complexité d’une tumeur et caractéristiques des cellules cancéreuses. ............................ 4 
Figure I-2. Le paradoxe de la théorie des mutations somatiques. ................................................................ 6 
Figure I-3. Une question problématique. ................................................................................................................ 7 
Figure I-4. Compaction de l’ADN ................................................................................................................................ 8 
Figure I-5. Exemples de mécanismes d’action des longs ARN non codants. ......................................... 10 
Figure I-6. Régulation de l’expression des gènes par les marques d’histones et la méthylation de 
l’ADN ..................................................................................................................................................................................... 12 
Figure I-7. Lieux de la méthylation......................................................................................................................... 15 
Figure I-8. Structure des différentes DNMT humaines. ................................................................................. 16 
Figure I-9. Mécanisme de méthylation de l’ADN par DNMT. ....................................................................... 19 
Figure I-10. Influence de l’état de méthylation de l’ADN sur l’activité de la DNMT1. ....................... 21 
Figure I-11. L’hydroxylation de l’ADN et son implication dans la déméthylation .............................. 23 
Figure I-12. Différences de méthylation  dans les cellules normales et cancéreuses. ...................... 27 
Figure I-13. Les différentes méthodes de quantification de l’activité des DNMT. .............................. 33 
Figure I-14. Les analogues de nucléosides inhibiteurs de DNMT. ............................................................ 37 
Figure I-15. Inhibiteurs de DNMT non nucléosidiques.................................................................................. 40 
 
Partie I - Synthèse et caractérisation des 3-chloro-3-nitroflavanones 
Figure 1-1. Structure générale des 3-chloro-3-nitroflavanones et exemples de relations 
structure-activité............................................................................................................................................................. 53 
Figure 1-2. Schéma de synthèse générale des 3-chloro-3-nitroflavanones. ......................................... 58 
Figure 1-3. Ouverture du cycle de l’alcool par l’eau (réaction de retro-Michael). .............................. 58 
Figure 1-4. Structures des 3-chloro-3-nitroflavanones testées. ................................................................ 61 
Figure 1-5. Structures et activités des énantiomères des 63, 378339 et 69 contre la Dnmt3A/3L.
 ................................................................................................................................................................................................ 62 
Figure 1-6. Condensation du bromonitrométhane sur la 2-nitroacétophénone................................. 64 
Figure 1-7. Système rapporteur CMV-Luc dans les cellules KG-1. ............................................................ 68 
Figure 1-8. Ré-expression de la luciférase par les 3-chloro-3-nitroflavanones. ................................. 68 
Figure 1-9. Conversion d’une cytosine en uracile par le bisulfite de sodium. ...................................... 72 
Figure 1-10. Techniques d’analyses de la méthylation de l’ADN basées sur la conversion au 
bisulfite. ............................................................................................................................................................................... 73 
 
ix 
Figure 1-11. Méthylation du promoteur CMV après 24h d’incubation. .................................................. 80 
Figure 1-12. Méthylation de EXT1, DAPK1, CDH1 et CASP7 sur HL60. .................................................. 84 
Figure 1-13. Méthylation de CDKN2B, CDH1 et TP73 sur KG-1. ................................................................ 85 
 
Partie II - Recherche et mise au point d'un test enzymatique 
Figure 2-1. Principe du dosage du SAH par HTRF® de Cisbio. .................................................................. 92 
Figure 2-2. Avantage de la technologie HTRF®................................................................................................ 93 
Figure 2-3. Résultats obtenus avec le kit de dosage du SAH par HTRF® de Cisbio. .......................... 98 
 
Partie III - Applications du test en Flashplate™ sur DNMT1 
Figure 3-1. Mécanismes d’inhibition proposés pour les inhibiteurs étudiés. ................................... 122 
Figure 3-2. Courbes d’inhibition des deux analogues de bisubstrats 555229Z01 et 554355Z01.
 ............................................................................................................................................................................................. 124 
Figure 3-3. Structures du NSC319745 et de ses dérivés. ........................................................................... 125 
Figure 3-4. Structures des dérivés BIX-01294 et UNC0638. .................................................................... 126 
Figure 3-5. Structures des dérivés morpholino-pyrimidines et benzo-quinazolones. .................. 127 
Figure 3-6. Criblage des produits de l’Université de Rome à 100µM. ................................................... 128 
Figure 3-7. Structures des dérivés de Δ²-isoxazolines. ............................................................................... 128 
Figure 3-8. Dose-réponse du MC3495, MC3503, MC3343 comparés au SGI-1027. ........................ 129 
Figure 3-9. Structures du SGI-1027, 551610Z01 et MC3343 étudiés au cours de cette thèse. .. 131 
Figure 3-10. Etudes de compétition ADN avec le SGI-1027 et ses dérivés sur DNMT1. ............... 136 
Figure 3-11. IC50 du SGI-1027, du MC3343 et du 551610Z01 en fonction de [ADN]/KmADN et de 
[SAM]/KmSAM. .................................................................................................................................................................. 137 
Figure 3-12. Etudes de compétition SAM avec des dérivés SGI-1027 sur DNMT1. ........................ 138 
Figure 3-13. Courbes d’inhibition de la DNMT3A-C pour un test en phase homogène 
(Flashplate™) et en phase hétérogène (Fluo-Met). ........................................................................................ 140 
Figure 3-14. Différences de Tm pour des duplexes incubés avec SGI-1027, 550161Z01, 
551610Z01 et MC3343 comparés aux duplexes seuls. ................................................................................ 142 
Figure 3-15. Etudes d’empreinte à la DNase I du SGI-1027 et de ses dérivés................................... 144 
Figure 3-16. Résultats de DSF sur DNMT3A-C incubée avec le MC3343 et 550161Z01. ............. 145 
Figure 3-17. Analyse des données de compétition SAM du SGI-1027 sur DNMT1 de l’article de 
Datta et al. (Datta et al. 2009). ................................................................................................................................ 147 
 
Conclusion 
Figure C-1. Similarités entre EPZ5676 et SGI-1027. .................................................................................... 156 
 
x 
Liste des tableaux 
 
Partie I – Synthèse et caractérisation des 3-chloro-3-nitroflavanones 
Tableau 1-1. Conditions expérimentales testées pour la réaction de Michael sur le 1,3-dichloro-
2(2-chloro-2-nitrovinyl)benzène. ............................................................................................................................ 59 
Tableau 1-2. Stabilité et activité des dérivés 54, 123b et 124 sur la DNMT3A-C. .............................. 65 
Tableau 1-3. Stabilité et activité des dérivés 69 (2S, 3R), DD880 et DD885 contre Dnmt3A/3L.67 
Tableau 1-4. Comparaison de différentes méthodes d’analyse de la méthylation après 
conversion au bisulfite de sodium. .......................................................................................................................... 75 
Tableau 1-5. Oligonucléotides utilisés pour la PCR sur ADN génomique bisulfité. ........................... 78 
Tableau 1-6. Gènes dont le promoteur est hyperméthylé dans les cellules KG-1. ............................. 82 
Tableau 1-7. Gènes dont le promoteur est hyperméthylé dans les cellules HL60. ............................ 83 
 
Partie III - Applications du test en Flashplate™ sur DNMT1 
Tableau 3-1. Activités du SGI-1027 et de ses dérivés sur DNMT3A-C, DNMT1 et sur les Tm 







5-AZA : 5-azacytidine 
  
A : Adénine 
a.a. : Acide aminé 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
AML : Acute Myeloid Leukemia, leucémie aiguë myéloïde 
AMP : Adénosine monophosphate 
APRT : Adenine phosphoribosyl transferase 
ARN : Acide Ribonucléique 
ARNmi : Micro-ARN 
ARNm : ARN messager 
ARNnc : ARN non-codant 
ARNpi : ARN interagissant avec PIWI 
ARNsi : Petit ARN interférent 
ATP : Adénosine triphosphate 
  
BAH1/2 : Bromo-adjacent homology domain 1/2 
bp : paire de bases 
BSA : Bovine serum albumin, albumine sérique bovine 
  
C : Cytosine 
CDH1 : Cadhérine E 
CDKN1A : Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21) 
CDKN1C : Cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57) 
CDKN2A : Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (p16) 
CDKN2B : Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15) 
COBRA : Combined bisulfite restriction analysis 
COMT : Catechin-O-methyltransferase, O-méthyltransférase de catéchine 
CpG : Dinucléotide CG 
cpm :  Coups par minute 
CXXC : Domaine d'interaction avec Zn(II) 
  
DAC : 5-azadésoxycytidine 
DMAP1 : DNA methyltransferase 1 associated protein 1, protéine 1 associée à la DNMT1 
DNMT : DNA methyltransferase, méthyltransférase d'ADN 







Concentration efficace médiane à laquelle on observe la moitié de l'effet 
 
xii 
maximum mesuré sur un phénomène biologique 
EDTA : Acide éthylène-diamide-tétraacétique 
ENV : Motif d’acides aminés acide glutamique-asparagine-valine 
Eu : Cryptate d'europium 
  
FDA : U.S. Food and drug administration 
FI : Facteur d'induction 
  
G : Guanine 
  
H2A : Histone 2A 
H2B : Histone 2B 
H3 : Histone 3 
H4 : Histone 4 
HAT : Histone acetyltransferase, acétyltransférase d'histone 
HDAC : Histone deacetylase, désacétylase d'histone 
HEPES : Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique 
HMT : Histone methyltransferase, méthyltransférase d'histone 
HPLC : High performance liquid chromatography, chromatographie en phase liquide à 
haute performance 
  
IARC : International agency for research on cancer 
IC10 : Concentration pour laquelle on observe 10% de l'inhibition d'un phénomène 
biologique 
IC50 : Concentration inhibitrice pour laquelle on observe 50% de l'inhibition d'un 
phénomène biologique 





MBD : Methyl-binding domain protein, protéine ayant un domaine se liant à l’ADN 
MDS : Myelodysplastic syndrome, syndrome myélodysplasique 
MeCP : Methyl-CpG-binding domain protein, protéine ayant un domaine se liant aux CpG 
méthylés 
MS-HRM : Methyl-sensitive high resolution melting, fusion à haute résolution sensible à la 
méthylation 
MSP : Methyl-specific PCR, PCR méthyle-spécifique 
MTAN : 5’-methylthio-adenine/SAH nucleosidase 
  
NFR : Nucleosome-free region, région sans nucléosome 
NLS : Nuclear localization signal, signal de localisation nucléaire 
Nt : Nucléotide 
  
OMS : Organisation mondiale de la santé 
  
PBD : PCNA-binding domain, domaine d'interaction avec PCNA 
 
xiii 
PBS : Phosphate buffered saline, tampon phosphate 
PBST : PBS + 0,05% de Tween-20 
PBST + NaCl : PBST + 500mM de NaCl 
PcG : Polycomb group proteins 
PCNA : Proliferating cell nuclear antigen 
PCR : Polymerase chain reaction, réaction en chaîne par polymérase 
PHD : Plant homology domain 
PPDK : Pyruvate orthophosphate dikinase 
PRC2 : Polycomb repressive complex 2 
PWWP : Tryptophane-proline-proline-tryptophane 
  
R : Guanine ou adénine 
RFTS : Replication foci targeting signal 
ROS : Reactive oxygen species, dérivés réactifs de l'oxygène (radicaux libres) 
RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium 
  
SAH : S-adénosyl-L-homocystéine 
SAM : S-adénosyl-L-méthionine 
SAR : Structure-activity relationship, relation structure-activité 
  
T : Thymine 
T.A. : Température ambiante 
TBE : Tampon Tris-Borate-EDTA 
Tm : Température de fusion 
TP73 : Tumor Protein p73 (p73) 
TRF : Targeting replication foci, voir aussi RFTS 
TrxG : Trithorax group proteins 
TSA : Trichostatine A 
TSG : Tumor suppressor gene, gène suppresseur de tumeur 
TSS : Transcription start site, site d'initiation de la transcription 
  
U : Unité d'enzyme 
  
X-Gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside 
XL665 : allophycocyanine modifiée 
  





























Vers de nouvelles cibles thérapeutiques. 





Chapitre 1 - Cancer 
 
“Cancer. The word meant the same to me as tsunami or piranha. I had never seen 
them; I wasn’t event quite sure what they were, but I knew they were bad and I knew in 
many cases they were deadly.” 
Natalie Palmer – Second Kiss. 
 
1.1. Une maladie mondiale 
Le cancer est un terme général regroupant de nombreuses pathologies dont la 
principale caractéristique est la réplication incontrôlée de cellules et leur propagation à 
d’autres tissus (métastases). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, 
http://www.who.int/fr/) et l’International Agency for Research on Cancer (IARC, 
http://www.iarc.fr/) évaluent à 7,6 millions (13% du nombre de décès total) le nombre 
de morts imputables au cancer en 2008 et estiment que ce nombre pourrait augmenter 
jusqu’à 13,1 millions en 2030. Contrairement à certaines idées reçues, les pays les plus 
touchés par le cancer ne sont pas forcément les pays développés. En effet, en 2008, la 
catégorie la plus touchée était la tranche inférieure des pays à revenus intermédiaires 
(Albanie, Pakistan, Zambie…), qui déclaraient plus de 40% des nouveaux cas de cancers. 
La situation mondiale est telle que l’OMS a récemment lancé un plan d’action 2008-2013 
afin de lutter contre les maladies non-transmissibles dont le cancer, notamment en 
encourageant la recherche fondamentale et thérapeutique. 
Car pour affronter ces maladies, il faut tout d’abord essayer de les comprendre. 
Quelles sont les caractéristiques des cellules cancéreuses ? Comment sont-elles 
apparues ? Et surtout, comment les combattre ? 
 
1.2. Les caractéristiques des cellules cancéreuses 
Les tumeurs sont définies comme un amas cellulaire entraînant le gonflement 
d’un organe ou d’un tissu, et peuvent être bénignes ou malignes. Dans le cas des tumeurs 
malignes, ces cellules acquièrent une forte capacité d’invasion des tissus adjacents et se 
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divisent rapidement de façon incontrôlée, c’est alors que l’on parle de cancer.  
Cependant, les tumeurs sont bien plus qu’une masse isolée de cellules cancéreuses en 
prolifération. Ce sont des tissus complexes constitués de différents types cellulaires, 
cancéreux ou non, qui décrivent un véritable microenvironnement tumoral et 
participent au développement du cancer.  
En effet, on peut retrouver dans des tumeurs, des cellules endothéliales 
composant de nouveaux vaisseaux sanguins destinés à l’irrigation de la tumeur, ainsi 
que des cellules immunitaires et inflammatoires (Figure I-1.A.) (pour revue voir 
(Hanahan and Coussens 2012)). De plus, cette hétérogénéité s’étend même au sein des 
cellules dites cancéreuses où des « cellules souches cancéreuses » se distinguent 
d’autres cellules tumorales par leur capacité à reformer des tumeurs après inoculation 
dans un organisme hôte (pour revue voir (Weinberg 2006)).  
 
Figure I-1. Complexité d’une tumeur et caractéristiques des cellules cancéreuses. 
A. Une tumeur est constituée à la fois de cellules cancéreuses hétérogènes (cellules invasives, cellules souches 
cancéreuses…) et de tissus non cancéreux (fibroblastes, cellules immunitaires et inflammatoires, cellules 
endothéliales…). B. Les caractéristiques des cellules tumorales. Adapté de (Hanahan and Weinberg 2011). 
 
Bien évidemment, la complexité de ces tumeurs a posé beaucoup de problèmes 
aux chercheurs qui souhaitaient caractériser avec précision les cellules cancéreuses. 
Dans ce but, Hanahan et Weinberg ont établi 10 critères qui permettent l’identification 
de cellules tumorales (Figure I-1.B.) (Hanahan and Weinberg 2011) : 
o L’autosuffisance en facteurs de croissance 
o L’insensibilité aux inhibiteurs de croissance 
o La résistance à la destruction immunitaire 
o Un potentiel réplicatif illimité 
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o Un pouvoir inflammatoire permettant la progression tumorale 
o L’invasion tissulaire et la formation de métastases 
o Le développement de l’angiogénèse 
o L’instabilité génomique 
o L’échappement à l’apoptose 
o La reprogrammation du métabolisme énergétique 
Mais une question se pose alors : comment une cellule saine acquiert-elle ces 
caractéristiques ? 
 
1.3. De cellule saine à cancéreuse 
Toutes les cellules de l’organisme possèdent le génome complet qui leur a permis, 
à partir d’une cellule œuf (zygote), de se différencier et de proliférer afin de créer un 
organisme entier. Ainsi, de nombreuses cellules saines peuvent accéder à l’information 
génétique nécessaire pour la maintenance des tissus adultes (réparation des lésions, 
remplacement de cellules non fonctionnelles…). 
La théorie des mutations somatiques propose que les cancers débutent par une 
accumulation de mutations aléatoires, d’abord lente, puis accélérée par une instabilité 
génomique probablement due à une défaillance du système de réparation et une 
réplication d’ADN non fidèle (Lengauer et al. 1998 ; Cahill et al. 1999). Ces mutations 
engendrent alors une population de cellules hétérogènes qui subissent une pression 
sélective de leur micro-environnement pour finalement conduire à la sélection des 
phénotypes les plus aptes à survivre et à proliférer, c’est-à-dire ceux présentant les 
critères de Hanahan et Weinberg (Figure I-2) (Hanahan and Weinberg 2011). 
Mais cette théorie néo-darwinienne a ses limites. En effet, comment expliquer 
que certaines tumeurs puissent « régresser » d’un stade malin à bénin, étant donné que 
les mutations sont des phénomènes irréversibles (Bergstein 2003) ? De plus, lors du 
développement embryonnaire ou même pendant la différentiation, de nombreux 
changements rapides dans le phénotype cellulaire ont lieu, sans pour autant avoir 
recours à cette théorie des mutations somatiques (Figure I-2). Pourtant, l’évolution 
d’une cellule souche d’embryon se rapproche de l’évolution des cellules cancéreuses (Tu 
2013) : toutes deux sont des cellules en division rapide, toutes deux subissent des 
changements drastiques dans leurs phénotypes et toutes deux transmettent ces 
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changements à leurs descendances. Par bien des aspects, la tumorigénèse s’apparente 
donc à l’embryogénèse et c’est précisément l’étude du développement embryonnaire et 
ses avancées qui ont permis de mieux comprendre le cancer en y ajoutant un nouveau 
concept : l’épigénétique.  
 
 
Figure I-2. Le paradoxe de la théorie des 
mutations somatiques.  
Les changements phénotypiques de cellules 
saines à tumorales sont expliqués par des 
mutations somatiques et une pression de 
sélection. Néanmoins la différentiation, qui 
induit des changements phénotypiques plus 
drastiques, voit son génome inchangé. Adapté 
de (Huang 2012). 
 
En effet, il a été montré que les tumeurs, en plus de posséder un génome parfois 
altéré, présentaient des dérégulations épigénétiques importantes. Ces épi-mutations ne 
modifient en rien la séquence ADN d’une cellule mais sont capables de changer le profil 
d’expression génique et de modifier considérablement le métabolisme de la cellule. 
Contrairement aux mutations génétiques, les épi-mutations sont réversibles et c’est 
cette réversibilité qui en fait un phénomène particulièrement intéressant aux yeux des 
pharmacologues qui y voient une toute nouvelle cible thérapeutique (pour revues voir 
(Feinberg 2007 ; Esteller 2012 ; Zaidi et al. 2012 ; Adwan and Zawia 2013)). Nous allons 
donc nous intéresser de plus près à l’épigénétique. 
 
Le cancer est une maladie mondiale et complexe qui regroupe de nombreuses 
pathologies dont la base commune est le développement d’une tumeur maligne. A 
l’origine de ces tumeurs, des cellules saines ont acquis, par divers mécanismes, des 
caractéristiques comme l’autosuffisance en facteurs de croissance ou un potentiel 
réplicatif illimité. Longtemps considérée comme une maladie due uniquement à des 
mutations génétiques, le cancer laisse apparaître de nombreuses dérégulations 
épigénétiques qui possèdent la particularité d’être réversibles. C’est pourquoi nous 
allons nous intéresser aux différentes marques épigénétiques puis à leur implication 
dans les cancers, pour enfin aborder la question des thérapies liées à ce phénomène. 
 1. Columbia University, New York, USA.  
2. Max Planck Institut für Immunbiologie, Freiburg, Allemagne. 
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Chapitre 2 - L’épigénétique 
  
“Epigenetic has always been the whole strange and marvelous things that genetics 
can not explain.” 
Dr. Denise Barlow, Research Institute for Molecular Pathology, Vienna, Austria. 
 
2.1. La réponse à une question problématique 
Tout commença par une simple remarque du Pr. T. Morgan1 : « Si les caractères 
de l’individu sont déterminés par les gènes, pourquoi toutes les cellules d’un organisme 
ne sont-elles pas identiques ? ». Pourquoi en effet, nos neurones et nos cellules de foie 
sont-elles si dissemblables, alors qu’elles possèdent le même code génétique (Figure I-3) 
? Comment expliquer qu’un zygote puisse, au cours de divisions successives, former des 
organes si différents ? A une époque où la science se déchirait sur le développement 
embryonnaire, la réponse n’était pas forcément évidente.  
 
Figure I-3. Une question problématique. 
Comment un neurone et une cellule de foie 
peuvent-ils être si différents alors qu’ils 
possèdent le même code génétique ? 
Adapté du New York Times, Jonathan 
Corum. 
Quelques années plus tard, Waddington définit une nouvelle branche de la 
biologie capable de répondre à cette question : l’épigénétique, un lien entre le génotype 
et le phénotype (Waddington 1942). Ce domaine étudie l’ensemble des modifications 
régulant l’accès à l’information génétique, menant à un phénotype stable et héritable 
sans changer sa séquence d’ADN (Goldberg et al. 2007 ; Berger et al. 2009). Pour 
illustrer cette nouvelle spécialité, le Pr. T. Jenuwein2 disait que l’ « on peut sans doute 
comparer la distinction entre la génétique et l’épigénétique à la différence entre l’écriture 
d’un livre et sa lecture. Une fois que le livre est écrit, le texte (les gènes ou l’information 
stockée sous forme d’ADN) seront les mêmes dans tous les exemplaires distribués au public. 
Chapitre 2 - L’épigénétique 
 
8 
Cependant, chaque lecteur d’un livre donné aura une interprétation légèrement différente 
de l’histoire, qui suscitera en lui des émotions et des projections personnelles au fil des 
chapitres. D’une manière très comparable, l’épigénétique permettrait plusieurs lectures 
d’une matrice fixe (le livre ou le code génétique), donnant lieu à diverses interprétations, 
selon les conditions dans lesquelles on interroge cette matrice. » 
Mais si l’étude du développement embryonnaire fut le contexte dans lequel est né 
le concept d’épigénétique, son champ s’est depuis largement étendu. En effet, il a été 
démontré que des phénomènes épigénétiques sont impliqués non seulement dans le 
développement embryonnaire, mais aussi dans la différenciation (Waddington 1957), 
ainsi que dans l’évolution, notamment dans l’adaptation d’organismes à certains milieux 
et leur capacité à transmettre cette adaptation à leur descendance (Sheldon et al. 2000 ; 
Painter et al. 2008), sans pour autant subir de mutations génétiques. Enfin, 
l’épigénétique semble jouer un rôle important dans de nombreuses pathologies (pour 
revues voir (Feinberg 2007 ; Esteller 2008 ; Feinberg 2008 ; Qureshi and Mehler 2011 ; 
Bierne et al. 2012)).  
Il apparaît donc que l’étude des effecteurs épigénétiques devienne de plus en plus 
cruciale autant pour la compréhension de certains phénomènes que d’un point de vue 
thérapeutique. 
 
2.2. Description du paysage épigénétique 
Avant de s’intéresser de plus près à ce qui façonne 
l’identité épigénétique d’une cellule, il est bon de rappeler 
l’organisation générale de l’information génétique. 
Lorsqu’elle est totalement déroulée, une séquence d’ADN 
humaine peut atteindre les 2m, ce qui pose quelques 
problèmes pour la compaction dans un noyau de quelques 
micromètres de diamètre. Pour réussir cette performance, 
l’ADN est organisé en chromatine. 147bp d’ADN sont 
enroulés autour d’unités composées d’un dimère de quatre 
histones : H2A, H2B, H3 et H4 (Weintraub et al. 1976 ; 










Figure I-4. Compaction de l’ADN. 
Adapté de (Qiu 2006). 
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Ces complexes ADN-Histones sont nommés nucléosomes et peuvent à leur tour se 
condenser, liés entre eux par les histones H1 et former des structures plus organisées 
(Worcel and Benyajati 1977 ; Margueron and Reinberg 2010) jusqu’à former les 
chromosomes (Figure I-4). 
Devant un tel niveau de condensation de l’ADN, il apparaît que l’accès à 
l’information génétique n’est pas chose aisée pour la machinerie transcriptionnelle et est 
soumis à des régulations complexes. Parmi ces dernières, on retrouve cinq catégories 
épigénétiques : les marques covalentes sur l’ADN, les modifications covalentes des 
histones, les mécanismes non-covalents, le positionnement de nucléosomes et les 
régulations par ARN non codants (pour revues voir (Goldberg et al. 2007 ; Sharma et al. 
2010)). 
 
2.2.1. ARN non codants 
Récemment, le projet ENCODE a montré que, si l’ensemble des gènes chez un 
humain représente seulement 1 à 2% du code génétique, près de 90% de l’ADN était 
transcrit (Birney et al. 2007). La plupart de ces transcrits n’étant pas traduits en 
protéines, on pourrait se demander à quoi correspond une telle perte d’information. Est-
ce uniquement un « bruit » de transcription, ou existe-t-il une fonction intrinsèque à ces 
ARN non codants (ARNnc) ? L’observation de ce phénomène n’étant pas limité à l’espèce 
humaine (Manak et al. 2006 ; He et al. 2007), il paraît plausible que les ARNnc possèdent 
un rôle fondamental dans la maintenance de la fonction cellulaire, notamment par des 
mécanismes épigénétiques (pour revues voir (Caley et al. 2010 ; Sharma et al. 2010 ; 
Kaikkonen et al. 2011 ; Castel and Martienssen 2013)). 
Les longs ARNnc englobent des ARN dont la taille peut varier de 200nt à plus de 
100 000nt. Ils sont impliqués dans l’inactivation du chromosome X (Brockdorff et al. 
1992 ; Clemson et al. 1996), la formation de la chromatine (Rinn et al. 2007) ou encore 
l’empreinte parentale (Zwart et al. 2001 ; Sleutels et al. 2002). Il n’existe pas un 
mécanisme d’action canonique de ces ARNnc mais de nombreux modèles ont été 
avancés comme par exemple une possible interaction avec le complexe répressif PRC2 
(Khalil et al. 2009), une interférence transcriptionnelle (Martens et al. 2004 ; Hongay et 
al. 2006 ; Petruk et al. 2006) ou encore une interférence de l’élongation par association 
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avec des polymérases d’ARN (Espinoza et al. 2004 ; Mariner et al. 2008) (pour revue 
voir (Caley et al. 2010)) (Figure I-5). 
 
Figure I-5. Exemples de 
mécanismes d’action des longs 
ARN non codants. 
Les longs ARNnc peuvent 
interférer avec l’élongation (i) ou 
servir de guide à des complexes 
répressifs comme PRC2 (ii). 
Adapté de (Baker 2011) 
 
A l’opposé des longs ARNnc, les petits ARNnc sont scindés en trois groupes : les 
micro-ARN (ARNmi), les petits ARN interférants (ARNsi) et les ARN interagissant avec 
Piwi, une sous-famille des protéines Argonautes (ARNpi). Pour ces derniers, il a été 
montré que les complexes PIWI – ARNpi pouvaient recruter des modificateurs 
épigénétiques sur les séquences complémentaires des ARNpi, le plus souvent des 
transposons et des séquences répétées (Aravin et al. 2008 ; Kuramochi-Miyagawa et al. 
2008 ; Huang et al. 2013). Les ARNmi et ARNsi sont, quant à eux, plus petits que les 
ARNpi, et interagissent avec les protéines AGO. Ces petits ARNnc participent à la 
régulation post-transcriptionnelle des gènes en s’appariant à la région 3’ non traduite de 
l’ARN messager (ARNm) ciblé. Ils entraînent ainsi la formation d’un complexe répressif 
et la dégradation de cet ARNm (He and Hannon 2004). Cependant, ce mécanisme est loin 
d’être canonique et on peut également observer un phénomène d’inhibition de la 
traduction (Gu and Kay 2010), ou un recrutement de modulateurs épigénétiques sur la 
séquence ciblée par ces ARNsi ou ARNmi (Mette et al. 2000 ; Aufsatz et al. 2002). 
La diversité des ARNnc et de leurs mécanismes d’action en fait des régulateurs 
épigénétiques particulièrement intéressants mais complexes. 
 
2.2.2. Modifications non-covalentes de la chromatine 
La chromatine est présente sous deux formes : l’euchromatine et 
l’hétérochromatine. L’euchromatine correspond à de la chromatine non condensée qui 
permet la transcription, tandis que l’hétérochromatine est un état beaucoup plus dense 
qui empêche les facteurs de transcriptions d’accéder à l’information génétique. L’état de 
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compaction de la chromatine peut être modifié par plusieurs facteurs notamment le 
positionnement des nucléosomes, la présence de variants d’histones et les modifications 
covalentes post-traductionnelles des histones (par exemple l’acétylation ou la 
méthylation). 
En effet, il a été montré que la perte d’un nucléosome en amont du site de 
démarrage de transcription est étroitement liée à l’activation du gène (Lin et al. 2007 ; 
Shivaswamy et al. 2008). De manière générale, les régions sans nucléosome 
(nucleosome-free regions ou NFR) présentes en 5’ ou en 3’ des gènes semblent servir de 
site d’assemblage et de désassemblage de la machinerie transcriptionnelle (Figure I-
6.A.) (Yuan et al. 2005). Le positionnement des nucléosomes est régulé par des 
complexes dépendant de l’ATP et  modelant la chromatine (Smith and Peterson 2005), 
mais aussi par l’action des variants d’histones. 
Les variants d’histones comme H3.3 ou H2A.Z peuvent favoriser la formation 
d’euchromatine par plusieurs mécanismes (pour revue voir (Vardabasso et al. 2013)). 
La présence de ces variants peut entraîner un repositionnement spontané des 
nucléosomes par augmentation de leur mobilité thermique (Flaus et al. 2004), ou même 
une déstabilisation du nucléosome (Jin and Felsenfeld 2007), ce dernier mécanisme 
étant sujet à controverses (Thakar et al. 2009). Ils ont ainsi été identifiés dans de 
nombreux promoteurs de gènes actifs ou pouvant être activés (Sarma and Reinberg 
2005 ; Sharma et al. 2010). En revanche, d’autres variants, comme le variant 
centromérique de H3 (CENP-A), peuvent entraîner la formation d’un nucléosome plus 
compact et donc réguler négativement l’expression de certains gènes (Figure I-6.B.) 
(Panchenko et al. 2011). 
Etant donné que ces variants sont conservés lors de la division cellulaire (Sekulic 
et al. 2010 ; Xu et al. 2010b), les modifications non-covalentes d’histones apparaissent 
donc comme des marques épigénétiques modulables possédant une pléthore d’effets 
différents sur la transcription génique. 
Cependant, les variants d’histones, tout comme les histones constitutives du 
nucléosome, peuvent subir des modifications post-traductionnelles qui leur confèrent 
alors la capacité de dépasser ces rôles canoniques et de réguler positivement ou 
négativement l’expression de certains gènes. Ainsi, H2A.Z selon qu’il soit acétylé ou 
ubiquitinylé, sera lié respectivement à l’expression ou à la répression du gène auquel il 
est associé  (Bruce et al. 2005 ; Sarcinella et al. 2007). 
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2.2.3. Modifications covalentes des histones 
Les histones, protéines constituant le nucléosome, possèdent une partie N-
terminale pouvant subir des modifications covalentes après la traduction. On dénombre 
ainsi jusqu’à huit modifications possibles, depuis l’acétylation à la méthylation, en 
passant par la phosphorylation ou l’ubiquitination (pour revue voir (Zentner and 
Henikoff 2013)). Le rôle de ces marques dépend à la fois du degré de modification et du 
résidu sur lequel elles se fixent. Par exemple, la triméthylation de la lysine 4 sur l’histone 
3 (H3K4me3, dont la méthylation est catalysée par le groupe trithorax) est une marque 
activatrice et est corrélée avec l’expression du gène à laquelle elle est associée (Figure I-
6.A.). Tandis que la triméthylation de la lysine 9 ou 27 de l’histone 3 située dans un 
promoteur réprime l’expression dudit gène (Figure I-6.B.) (Paul et al. 2010) (pour revue 
voir (Sharma et al. 2010 ; Fischle 2012)).  
 
 
Figure I-6. Régulation de l’expression des gènes 
par les marques d’histones et la méthylation de 
l’ADN. 
A. Exemple d’euchromatine. B. Exemple 
d’hétérochromatine. L’ADN est représenté par une 
ligne noire, les nucléosomes par des cylindres verts, 
la triméthylation des lysines par un cercle vert ou 
rouge comportant le numéro du résidu modifié, 
l’acétylation des histones par un carré violet et la 
méthylation de l’ADN est symbolisée par des points 
rouges. 
 
D’un autre côté, l’acétylation des histones, catalysée par les acétyltransférases 
d’histones (HAT), est liée à l’activation des gènes (Hebbes et al. 1988). En effet, 
l’acétylation vient masquer les charges positives NH3+ des lysines, empêchant ainsi les 
interactions électrostatiques entre l’ADN chargé négativement et les histones. Le 
promoteur étant donc lié moins fortement aux nucléosomes portant cette marque, il 
sera plus accessible à la polymérase d’ARN II (Figure I-6.A.) (Marushige 1976). De façon 
symétrique, la désacétylation par des désacétylsases d’histones (HDAC) contribue à la 
compaction de la chromatine et donc à la répression de la transcription des gènes, bien 
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que certaines observations semblent également montrer dans certains cas un rôle 
d’activation en fonction de la région ciblée (pour revue voir (Haberland et al. 2009 ; 
Zentner and Henikoff 2013)). 
En plus de la diversité de ces marques covalentes, apparaît la diversité des 
acteurs régulant ces modifications post-traductionnelles. Ainsi, les HAT sont réparties 
en 3 familles : GNAT, MYST et p300/CBP, tandis que les méthyltransférases d’histones 
(HMT) sont séparées en 4 familles : SUV3, SET1, SET2 et RIZ. Parmi cette multitude 
d’enzymes, certaines sont redondantes (la méthylation de H3K9 peut ainsi être assurée 
par exemple par SUV39H1 et 2 ou G9A), et d’autres ont une fonction unique (EZH2 
semble être la seule enzyme capable de triméthyler H3K27). En outre, certaines de ces 
enzymes font partie de complexes protéiques particulièrement importants dans la 
régulation de l’expression génique lors de la différentiation et de l’embryogénèse : les 
protéines polycomb (PcG) et trithorax (TrxG). 
Il apparaît donc que les modifications covalentes des histones ne constituent pas 
un code à proprement parler, mais un langage avec toutes ses nuances et une multitude 
d’acteurs. Ces modifications peuvent être en réponse à un stimulus (par exemple la 
phosphorylation de H2A.X lors de réponse de dommages à l’ADN) ou héritables et donc 
épigénétiques (Fernandez-Gonzalez et al. 2010). 
 
2.2.4. Modifications covalentes de l’ADN : la méthylation 
Une partie de l’information épigénétique peut être apposée directement sur 
l’ADN : il s’agit des modifications chimiques de certains nucléosides par méthylation ou 
hydroxylation. 
Si, chez les procaryotes, l’adénine et la cytosine peuvent subir une méthylation, 
chez les mammifères, le groupement méthyle ne peut être localisé que sur la cytosine et 
qu’en position 5. Plus précisément, la méthylation de l’ADN a lieu presque exclusivement 
sur les cytosines précédant une guanine, c’est-à-dire sur les cytosines d’un dinucléotide 
CpG, même si de la méthylation hors CpG a été décrite (Ramsahoye et al. 2000 ; Kouidou 
et al. 2005 ; Yan et al. 2011). Il est intéressant de noter que ces dinucléotides ne sont pas 
uniformément répandus dans le génome étant donné qu’ils ne représentent environ que 
0,8% des dinucléotides dans le code génétique des mammifères (contre 4,4% 
statistiquement attendus). Il a d’ailleurs été proposé que cette sous-représentation des 
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CpG serait due à la capacité des cytosines méthylées à se désaminer spontanément pour 
former une thymine (Simmen 2008).  
i. Lieux et fonctions de la méthylation 
Les CpG sont organisés selon trois types de régions différentes (Figure I-7): 
o Les îlots CpG sont définis par Takai et al. comme une séquence d’ADN de 
plus de 500bp, ayant une teneur en CG de plus de 55% et un ratio de CpG 
observé/attendu supérieur à 0,65 (Takai and Jones 2002 ; Wang and 
Leung 2004).  
o Les « rivages » des îlots CpG, quant à eux, s’étendent sur 2kb en 5’ et en 
3’ des îlots CpG et possèdent une densité en CG beaucoup plus faible que 
les îlots (Doi et al. 2009 ; Irizarry et al. 2009). 
o Enfin, les séquences répétées, telles que les répétitions centromériques 
ou les rétrotransposons, portent elles aussi de nombreux CpG. 
Les rôles respectifs de ces différentes formations sont plus ou moins identifiés et 
peuvent être très complexes (pour revues voir (Suzuki and Bird 2008 ; Reddington et al. 
2013)). Chez l’homme, les îlots CpG, généralement déméthylés, se retrouvent sur les 
promoteurs d’environ 60% des gènes (Davuluri et al. 2001 ; Marino-Ramirez et al. 
2004). Quand ses promoteurs sont méthylés, ils sont associés à une inhibition 
transcriptionnelle. En effet, lorsqu’un promoteur possède un îlot CpG méthylé, deux 
mécanismes peuvent alors avoir lieu. D’un côté, des protéines peuvent reconnaître les 
CpG méthylés (Methyl-CpG-binding protein, MBD ou MeCP) et y recruter des co-
répresseurs (Figure I-6.B. et Figure I-7) (Meehan et al. 1989 ; Meehan et al. 1992 ; Klose 
and Bird 2006). De l’autre, ces groupements méthyles empêchent la reconnaissance par 
des facteurs de transcriptions, menant ainsi à la répression du gène sous le contrôle de 
ce promoteur (Watt and Molloy 1988 ; Santoro and Grummt 2001 ; Wiench et al. 2011).  
A l’inverse, un promoteur possédant un îlot CpG non méthylé, pourra aussi bien 
être associé à un gène activement transcrit ou soumis à d’autres formes de régulations 
(Meissner et al. 2008). Certains îlots CpG sont quant à eux orphelins, c’est-à-dire qu’ils 
ne sont situés sur aucun promoteur de gène connu. Le rôle de ces îlots n’est pas encore 
totalement élucidé, mais ils sont généralement plus méthylés que leurs homologues sur 
promoteurs et leur profil de méthylation semble suggérer un rôle tissu-spécifique 
(Illingworth et al. 2008 ; Illingworth et al. 2010). Enfin, la méthylation dans le corps d’un 
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gène apparaît liée à la transcription active dudit gène (Hellman and Chess 2007 ; Aran et 
al. 2011 ; Jjingo et al. 2012). 
 
 
Figure I-7. Lieux de la méthylation.  
Les bâtons rouges représentent des CpGs, les sphères rouges représentent des groupements méthyles et l’ADN 
est symbolisé par une ligne noire. 
 
La plupart des différences de méthylation de l’ADN entre 2 types cellulaires sont 
portées par les rivages CpG (Figure I-7) (Doi et al. 2009 ; Irizarry et al. 2009). Certaines 
données tendent à montrer que ces derniers seraient impliqués dans l’utilisation de 
promoteurs alternatifs et que leur méthylation serait corrélée à une diminution de la 
transcription du gène voisin probablement en agissant comme site d’arrimage pour des 
MeCP, modifiant ainsi l’expression d’un gène, même s’il ne possède pas d’îlot CpG 
méthylé sur son promoteur (Stancheva et al. 2003). 
De même, la méthylation de l’ADN ayant lieu sur les séquences répétées de 
rétrotransposons ou de régions centromériques semblent favoriser une certaine 
stabilité chromosomique en empêchant la transcription de ces derniers (Figure I-7) 
(Jeanpierre et al. 1993 ; Walsh et al. 1998). 
Enfin, grâce au développement de nouvelles techniques permettant l’analyse de 
la méthylation à l’échelle du génome, de nouvelles zones de méthylation en dehors des 
îlots CpG commencent à attirer l’attention, notamment les bords des îlots CpG (CpG 
island shelves, entre 2 et 4kb en 5’ ou en 3’ des îlots CpG, Figure I-7) bien que leurs rôles 
exacts soient encore à déterminer (Song et al. 2013). 
ii. Acteurs de la méthylation 
Chez les mammifères, les enzymes responsables de la méthylation de l’ADN sont 
scindées en DNMT1 et DNMT3. L’ancienne DNMT2 a été renommée méthyltransférase 
d’ARN de transfert (TRDMT1) puisque sa seule activité catalytique était sur l’ARN de 
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transfert de l’acide aspartique et non sur l’ADN (Schaefer and Lyko 2010 ; Squires et al. 
2012). 
Les DNMT catalytiquement actives partagent des caractéristiques communes, 
notamment un domaine N-terminal régulateur et un domaine C-terminal catalytique 
(Figure I-8). Ce domaine catalytique est très conservé entre différentes espèces (Lauster 
et al. 1989 ; Robertson 2001 ; Jurkowska et al. 2011b) et présente dix motifs, les motifs I 
et X constituant le site de liaison du donneur de méthyle le S-Adénosyl-L-Méthionine 
(SAM). Le motif IV possède le dipeptide proline-cystéine (PC) portant le thiolate 
catalytique des DNMT, dont l’importance sera détaillée au sous-chapitre iii p.18-20. Le 
motif IX permet la reconnaissance de la cytosine ciblée, tandis que le motif VI contient le 
résidu glutamine permettant la protonation de la position 3 de cette même cytosine 
(Bestor and Verdine 1994 ; Robertson 2001). La partie N-terminale, quant à elle, semble 
aider au positionnement sur l’ADN et sert principalement de régulateur et de recruteur 
de protéines modulant la chromatine (Cheng and Blumenthal 2010). 
 
Figure I-8. Structure des différentes DNMT humaines. 
DMAP1 est le domaine d’interaction entre la DNMT1 et une protéine liée à la DNMT1 nommée elle-même 
DMAP1. PBD est le domaine d’interaction avec PCNA, NLS est le signal de localisation nucléaire, TRF le 
domaine ciblant les foyers de réplication, CXXC est le domaine d’interaction au Zn(II), BAH(1/2) sont des 
« Bromo-Adjacent Homology domains » et (KG)n est un pont lysine-glycine entre le domaine régulateur et 
catalytique de la DNMT1. PWWP est le motif proline-tryptophane-tryptophane-proline et le PHD est le 
« Plant Homology Domain ». 
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La DNMT1 fut la première DNMT à être purifiée et caractérisée (Bestor and 
Ingram 1983 ; Bestor et al. 1988 ; Bestor 1988). De toutes les DNMT, cette enzyme est la 
plus abondante dans les cellules somatiques (Robertson et al. 1999). Plusieurs 
observations in vitro montrent une préférence de la DNMT1 pour l’ADN hémiméthylé 
comparé au non-méthylé, avec une différence pouvant varier d’un facteur 2 à 40 
(Pradhan et al. 1997 ; Pradhan et al. 1999 ; Goyal et al. 2006 ; Jeltsch 2006), ce qui a 
amené à décrire la DNMT1 comme une enzyme de maintenance de la méthylation qui 
aurait un grand rôle lors de la réplication cellulaire (Prokhortchouk and Defossez 2008). 
La suppression du gène Dnmt1 dans les souris peut mener à une importante 
déméthylation du génome et à une forte mortalité embryonnaire (Li et al. 1992). Dans 
les cellules non-tumorales, la délétion conditionnelle ou totale de DNMT1 entraîne 
l’apoptose (Takashima et al. 2009), de graves défauts mitotiques (Chen et al. 2007) et 
peut favoriser la tumorigénèse par une forte instabilité chromosomique (Eden et al. 
2003 ; Gaudet et al. 2003). Ces résultats montrent donc que DNMT1 est essentielle à la 
fois lors du développement embryonnaire et dans les cellules somatiques, afin d’assurer 
la prolifération et la survie cellulaire (Jurkowska et al. 2011b). 
A l’opposé de la DNMT1, les DNMT3A, DNMT3B et DNMT3L sont présentes en 
plus faibles quantités dans les cellules somatiques et ont été découvertes un peu plus 
tardivement (Okano et al. 1998a). Sur la DNMT3L, le motif VIII, qui détourne la cytosine 
de la double hélice, est absent, ce qui est cohérent avec le fait qu’elle ne montre aucune 
activité catalytique seule (Figure I-8) (Deplus et al. 2002 ; Margot et al. 2003 ; Lan et al. 
2010). La DNMT3L semble d’ailleurs servir de cofacteur de la DNMT3A et interagit avec 
des modulateurs d’histones, permettant ainsi une coopérativité entre marques 
d’histones et méthylation d’ADN (Deplus et al. 2002). Aucune préférence entre ADN 
hémiméthylé ou non-méthylé n’a été constatée (Robertson et al. 1999). Il a donc été 
proposé que les DNMT3A et 3B possèderaient un rôle lors de la mise en place de la 
méthylation sur des régions précédemment non méthylées, c’est-à-dire lors de la 
méthylation de novo. Plus précisément, DNMT3A a été identifiée comme principalement 
responsable de l’empreinte parentale des gènes, tandis que la DNMT3B semble être 
souvent impliquée dans la méthylation des centromères étant donné que des mutations 
sur cette dernière entraînent, entre autres, une instabilité centromérique et des 
syndromes immunodéfiencents (Hansen et al. 1999 ; Lan et al. 2010 ; Jurkowska et al. 
2011b). 
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TRDMT1 (anciennement DNMT2) fut identifiée par analogie avec la séquence 
ADN du domaine C-terminal de la DNMT1 (Wilkinson et al. 1995). Son activité de 
méthyltransférase d’ADN est très limitée aussi bien in vitro que in vivo, suggérant que le 
domaine N-terminal des DNMT, absent sur TRDMT1 (Figure I-8), n’est pas essentiel 
pour l’activité catalytique mais fonctionne plutôt comme un régulateur (Hermann et al. 
2004). Il a d’ailleurs été montré que le principal rôle de TRDMT1 n’est pas lié à la 
méthylation de l’ADN, mais à la méthylation de certains ARN, notamment l’ARN de 
transfert de l’acide aspartique (Goll et al. 2006 ; Jurkowski et al. 2008). A la grande 
différence des autres DNMT, une mutation voire même une invalidation par ARN 
interférence de TRDMT1 n’induit pas de modification notable du phénotype (Okano et al. 
1998b ; Kunert et al. 2003 ; Goll et al. 2006). Ainsi, il a été proposé que TRDMT1 
interviendrait non pas lors du développement d’un individu, mais plutôt dans l’évolution 
des espèces (Espada and Esteller 2010 ; Lan et al. 2010 ; Schaefer and Lyko 2010). 
iii. Mécanismes de la méthylation d’ADN 
Le mécanisme général de méthylation de l’ADN est partagé par toutes les C5-
méthyltransférases d’ADN, indépendamment de l’espèce considérée (Bestor and 
Verdine 1994). Il consiste à catalyser le transfert d’un groupement méthyle du cofacteur 
SAM sur la cytosine ciblée (Figure I-9.A.).  
Etant donné la faible réactivité de la position 5 de la cytosine et que la réaction de 
méthylation directe est peu probable dans un milieu aqueux neutre (Bestor 2000), la 
DNMT se lie de façon covalente à la cytosine cible. Tout d’abord, la cytosine va être sortie 
de la double-hélice de l’ADN dans le site catalytique de la DNMT (Klimasauskas et al. 
1994). Le thiolate de la cystéine catalytique (motif IV) peut alors réaliser une attaque 
nucléophile sur la position 6 de la cytosine pour former une enamine. Le tri-peptide 
acide glutamique-asparagine-valine (ENV) du motif VI vient ensuite protoner  la position 
N3 et l’enamine peut réaliser une attaque nucléophile sur le SAM. La déprotonation de la 
position 5 de la cytosine par une base, dépendante de la DNMT considérée, permet 
ultérieurement la libération d’une molécule de S-adénosyl-L-homocystéine (SAH). 
Finalement, le groupement méthyle transféré, en créant un encombrement stérique 
important, favorise une β-élimination qui permet la libération de l’ADN méthylé et de 
l’enzyme (Figure I-9.B.) (Bestor 2000 ; Svedruzic and Reich 2005b). 




Figure I-9. Mécanisme de méthylation de l’ADN par DNMT. 
A. Mécanisme catalytique. La cytidine est en bleu, le groupement méthyle à transférer en rouge et le 
thiolate catalytique en vert. B. Représentation schématique de la poche catalytique des DNMT1 et DNMT3A. 
La cytidine est en bleu, le SAM en rouge et le thiolate catalytique en vert. 
 
L’apposition de la méthylation de l’ADN peut se faire selon deux mécanismes : la 
maintenance ou la méthylation de novo. La méthylation de novo est principalement mise 
en place par les DNMT3A et DNMT3B grâce à des interactions avec des modifications 
chromatiniennes ou avec des ARNnc pouvant servir de guides (Ooi et al. 2007 ; Aravin et 
al. 2008 ; Holz-Schietinger and Reich 2012). Ces deux DNMT sont les seules possédant 
un domaine proline-tryptophane-tryptophane-proline (PWWP) qui leur permet de se 
lier directement à l’ADN (Ge et al. 2004). De plus, la DNMT3L permet de former un 
tétramère DNMT3A-3L-3L-3A, suggérant la méthylation simultanée de deux sites CpG 
espacés par un tour d’hélice (Jia et al. 2007). Ce tétramère peut d’ailleurs s’oligomériser 
directement sur l’ADN et méthyler ainsi beaucoup plus de sites CpG (Jurkowska et al. 
2008). 
La maintenance de cette méthylation est par contre réalisée majoritairement par 
la DNMT1 selon deux mécanismes différents. Au début de la phase S du cycle cellulaire, 
la DNMT1 est transportée dans le noyau grâce à son domaine de signal de localisation 
nucléaire (NLS) et plus précisément au foyer de réplication à l’aide d’une séquence 
localisée dans son domaine N-terminal (« targeted replication foci » ou TRF) et de son 
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domaine d’interaction avec PCNA (PBD) (Figure I-8). La DNMT1 va alors se lier à l’ADN 
hémiméthylé et compléter la méthylation sur le brin nouvellement synthétisé (Iida et al. 
2002 ; Prokhortchouk and Defossez 2008 ; Lan et al. 2010). Une fois cette méthylation 
effectuée, la DNMT1 pourra avancer le long du nouveau brin d’ADN et vérifier les 
éventuelles erreurs dans la maintenance de cette marque épigénétique. Le second 
mécanisme est basé sur UHRF1, une protéine reconnaissant l’ADN hémiméthylé, 
pouvant recruter la DNMT1 et ainsi la positionner sur les sites à méthyler, notamment 
grâce à une reconnaissance des sites hémi-méthylés et des marques H3K9me (Cheng 
and Blumenthal 2010 ; Bianchi and Zangi 2013 ; Liu et al. 2013b).  
De plus, les DNMT peuvent interagir entre elles. Par exemple, la partie N-
terminale de la DNMT1 peut se lier aux parties N-terminales de la DNMT3A et DNMT3B, 
permettant ainsi à la DNMT1 de participer à la méthylation de novo (Fatemi et al. 2002 ; 
Kim et al. 2002). De la même façon, les DNMT3s peuvent avoir une activité de 
maintenance de la méthylation lorsque la DNMT1 est absente ou non (Xu et al. 2010a ; 
Walton et al. 2011). La séparation entre méthylation de novo et maintenance n’est donc 
pas stricte. 
Grâce à tous ces mécanismes, la maintenance de la méthylation de l’ADN est 
réalisée avec une fréquence d’erreurs de l’ordre de 5% par site CpG et par division 
cellulaire (Riggs et al. 1998), permettant aux cellules une certaine flexibilité pour des 
changements subtils mais probablement importants dans leurs profils de méthylation. 
iv. Le cas de la DNMT1 
La DNMT1 est une enzyme particulièrement complexe. En effet, si de nombreuses 
observations font état de sa préférence pour un substrat hémi-méthylé (Pradhan et al. 
1997 ; Pradhan et al. 1999 ; Goyal et al. 2006 ; Jeltsch 2006), la DNMT1 possède deux 
sites de fixations de l’ADN : un site situé dans la poche catalytique et un site allostérique 
(Pradhan and Esteve 2003a). Ainsi, selon le type d’ADN (non-méthylé, méthylé ou hémi-
méthylé) lié à chacun des sites, la DNMT1 peut montrer des activités catalytiques bien 
différentes (Bacolla et al. 1999 ; Svedruzic and Reich 2005b). 
La plupart des études comparant les constantes catalytiques de DNMT1 entre 
ADN hémi et non méthylé sont biaisées par ce site allostérique. Dans un premier temps, 
l’excès d’ADN non méthylé se lie à ce site, induisant ainsi une large différence des taux 
de méthylation entre brins hémi et non méthylé, de l’ordre d’un facteur 30 (Figure I-10) 
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(Goyal et al. 2006 ; Svedruzic 2008). Ensuite, en raison de changements de 
conformations lents provoquée par le début de la catalyse, l’enzyme voit cette différence 
diminuer à un facteur 5 (Svedruzic 2008). Enfin, en régime stationnaire, cette différence 
tend à disparaître (Figure I-10) (Goyal et al. 2006 ; Svedruzic 2008). Cependant, une 
diminution de la concentration en SAM résulte en une libération plus lente de 
l’inhibition allostérique par l’ADN non méthylé, et donc à une apparente préférence vers 
l’ADN hémi-méthylé (Svedruzic 2008). 
 
 
Figure I-10. Influence de l’état de méthylation de l’ADN sur l’activité de la DNMT1. 
Le site allostérique de la DNMT1 est représenté par le large ovale, le site catalytique par le petit ovale. i. la 
forme inactive de la DNMT1 subit un lent changement conformationnel induit par l’ajout de SAM, résultant 
ainsi en une forme active mais relativement lente sur ADN non méthylé. ii. Après de nombreuses réactions de 
méthylation, la DNMT1 n’a plus que de l’ADN hémiméthylé comme substrat. L’ajout d’ADN hémiméthylé ne 
change pas l’activité de la DNM1, tandis que l’ajout d’ADN non méthylé peut conduire soit à une inhibition 
partielle et une perte de la processivité, soit à une inhibition totale. Adapté de (Svedruzic and Reich 2005b). 
 
Afin de savoir où était situé ce site allostérique, Bestor réalisa une protéolyse qui 
aboutit en la séparation d’une partie C-terminale active et non soumise à la régulation 
allostérique et une partie N-terminale pouvant lier des ions Zn(II) (Bestor 1992). Ceci 
poussa de nombreuses équipes à réaliser des études sur des constructions de DNMT1 
dans lesquelles certains acides aminés de la partie N-terminal manquaient. Ainsi, il fut 
établi que les DNMT1 auxquelles manquaient les 121, 501 ou les 580 premiers acides 
aminés conservent à la fois leur activité mais aussi leur apparente préférence pour 
l’ADN hémiméthylé (Pradhan and Esteve 2003a ; Pradhan and Esteve 2003b). De même, 
Chapitre 2 - L’épigénétique 
 
22 
la DNMT1 sans ses 621 premiers acides aminés reste active, tandis que la structure à 
laquelle manque les 672 premiers acides aminés devient inactive (Pradhan and Esteve 
2003b ; Pradhan et al. 2008). Même si la construction de DNMT1 décrite par Bestor n’a 
jamais été reproduite, il apparaît donc que la partie N-terminale de la DNMT1 participe 
aussi à l’activité catalytique (Bestor 1992 ; Pradhan and Esteve 2003a). De récentes 
études de cristallographie vont d’ailleurs dans ce sens, puisque les boucles BAH1 et 
BAH2, présentent dans la partie N-terminale, semblent être présentes dans la poche 
catalytique (Song et al. 2011 ; Song et al. 2012a). On peut également noter que le 
domaine CXXC semble essentiel dans la reconnaissance de l’état de méthylation de 
l’ADN. En effet, si l’ADN est hémiméthylé, CXXC ne se liera pas à l’ADN et le site 
catalytique restera ouvert pour réaliser la méthylation de maintenance, tandis que si 
l’ADN n’est pas méthylé, la liaison de CXXC sur le site CpG non-méthylé positionnera le 
domaine CXXC et BAH1 de façon à bloquer l’accès au site catalytique (Song et al. 2011 ; 
Song et al. 2012a).  
La présence de ce site allostérique complique grandement l’étude du mécanisme 
enzymatique de la DNMT1 (Figure I-10). En effet, si plusieurs études s’accordent sur le 
fait que la méthylation par la DNMT1 suit un mécanisme séquentiel (Flynn and Reich 
1998 ; Bacolla et al. 1999 ; Bacolla et al. 2001 ; Svedruzic and Reich 2005a ; Svedruzic 
2008), l’ordre de réaction du SAM et de l’ADN semble sujet à caution (Svedruzic and 
Reich 2005a). Certains décrivent un mécanisme aléatoire avec une préférence pour la 
liaison du SAM en premier (Bacolla et al. 1999 ; Bacolla et al. 2001), tandis que d’autres 
penchent pour un mécanisme séquentiel ordonné où l’ADN serait le premier à se lier à la 
DNMT1 (Flynn and Reich 1998 ; Svedruzic and Reich 2005a ; Svedruzic 2008). 
Au final, comme le dit lui-même Željko Svedruzic : « La DNMT1 est une grande et 
quelque part unique enzyme […] et l’interprétation de ses activités est un défi unique » 
(Svedruzic 2011). 
 
2.2.5. Modifications covalentes de l’ADN : l’hydroxyméthylation 
Il a été mis en évidence que la méthylation de l’ADN sur la position 5 des 
cytosines n’était pas la seule marque épigénétique covalente présente sur l’ADN. En 
effet, dès les années 70, des travaux montrent l’existence d’une sixième base du code 
génétique : la 5-hydroxyméthylcytosine (Penn et al. 1972). Cette base est présente dans 
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de nombreux tissus et particulièrement enrichie dans les neurones (Kriaucionis and 
Heintz 2009 ; Lister et al. 2013). Il a été démontré que cette marque épigénétique 
provient d’une oxydation de la méthylcytosine par les protéines Ten-Eleven-
Translocation (TET) (Tahiliani et al. 2009 ; Ito et al. 2010). Pour comprendre le rôle des 
hydroxyméthylcytosines, il faut revenir au développement embryonnaire. 
Pendant cette phase, de nombreux gènes vont passer de l’état actif à réprimés 
(e.g. OCT4 ou NANOG) et inversement (Reik 2007). Il est d’ailleurs observé une 
importante vague de déméthylation du génome lors des premières étapes de 
l’embryogénèse, suivi peu après par une re-méthylation (Monk et al. 1987 ; Santos et al. 
2002 ; Guibert and Weber 2013). La rapidité de cette vague de déméthylation a amené 
de nombreux scientifiques à émettre l’hypothèse de mécanismes de déméthylation 
active indépendante de la réplication cellulaire : soit en postulant l’existence encore 
controversée de déméthylases d’ADN (Chen et al. 2013), soit par la conversion des 
méthylcytosines en hydroxyméthylcytosines, puis en cytosines. Trois hypothèses ont été 




L’hydroxylation de l’ADN 
et son implication dans la 
déméthylation. 
Les mécanismes passifs de 
perte de l’information 
épigénétique par manque 
de maintenance sont 
resprésentés en pointillés. 
TDG, SMUG et MBD4 sont 
des glycosylases impliquées 
dans la réparation par 
excision de paire de base 
(BER). Adapté de 
(Seisenberger et al. 2013). 
 
 
La première propose que l’hydroxyméthylcytosine subisse une désamination 
menant à la formation de 5-hydroxyméthyluracile qui sera ensuite remplacée par des 
enzymes de réparations (Figure I-11) (Rusmintratip and Sowers 2000 ; Cortellino et al. 
2011 ; Hashimoto et al. 2012). Cependant, des travaux semblent indiquer que la 
déméthylation de l’ADN ne passe pas par ce mécanisme (Nabel et al. 2012). Une autre 
équipe a récemment mis en évidence le potentiel rôle des méthyltransférases d’ADN 
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(DNMT) dans la conversion des hydroxyméthylcytosines en cytosines (Figure I-11) 
(Chen et al. 2012).  Néanmoins, une confirmation in vivo est nécessaire. Enfin, le 
mécanisme le plus étudié met en œuvre l’oxydation séquentielle de 
l’hydroxyméthylcytosine en formylcytosine puis en carboxycytosine par les protéines 
TET puis la décarboxylation ou la réparation par excision de base (Figure I-11) (He et al. 
2011 ; Ito et al. 2011 ; Liu et al. 2013a).  
A l’opposé de ces mécanismes actifs, il a été également proposé un mécanisme de 
déméthylation passive, dans lequel l’hydroxyméthylcytosine, ne pouvant pas subir de 
méthylation, permet au fil des réplications cellulaires de perdre l’information 
épigénétique des 5-méthylcytosines (Figure I-11). 
Ces hydroxyméthylcytosines ont donc un rôle dans la déméthylation de l’ADN. 
 
2.2.6. Coopérativité 
En plus de leurs rôles respectifs, toutes les différentes marques épigénétiques 
présentées interagissent entre elles, créant une infinité de paysages épigénétiques 
différents très dynamiques. 
Ainsi, des ARNnc peuvent interagir avec des protéines remodelantes de la 
chromatine comme HP1a, des marques d’histones comme H3K9me (Brower-Toland et 
al. 2007 ; Mendez et al. 2011) ou même des DNMT (Ooi et al. 2007 ; Aravin et al. 2008 ; 
Holz-Schietinger and Reich 2012 ; Ji et al. 2013). Ces ARNnc servent aussi bien de guides 
sur des séquences spécifiques ou d’aide à la maintenance trans-générationnelle de la 
répression de certains gènes (Ashe et al. 2012 ; Shirayama et al. 2012). 
Les variants d’histones et la présence de nucléosome sont aussi au cœur de 
nombreuses interactions. De récentes études montrent par exemple, que la présence du 
variant H2A.Z est corrélé à une absence de méthylation de l’ADN, tandis que d’autres 
variants peuvent être directement liés à des modifications post-traductionnelles des 
histones (Conerly et al. 2010 ; Schwartzentruber et al. 2012 ; Valdes-Mora et al. 2012 ; 
Wu et al. 2012). 
Enfin, de nombreuses observations ont établi un lien très étroit entre les 
modifications covalentes des histones et celles de l’ADN. En effet, certaines HMT, comme 
G9A, SUV39H1 ou PRMT5, peuvent recruter des DNMT sur des séquences génomiques 
particulières (Lehnertz et al. 2003 ; Tachibana et al. 2008 ; Zhao et al. 2009). A l’inverse, 
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les CpG méthylés peuvent être reconnus par des protéines se liant à l’ADN méthylé (par 
exemple des MBD ou MeCP2) qui, à leur tour, vont recruter des protéines modificatrices 
des histones (HDAC ou HMT), créant ainsi un environnement répressif particulièrement 
stable (pour revues voir (Espada and Esteller 2007 ; Clouaire and Stancheva 2008 ; 
Bogdanovic and Veenstra 2009 ; Espada and Esteller 2010)). 
 
L’épigénétique regroupe donc de nombreux acteurs dont les mécanismes et les 
interactions forment un paysage complexe et dynamique, essentiel pour des processus 
tels que le développement embryonnaire ou la différentiation. Il paraît donc naturel 
qu’un dérèglement des effecteurs épigénétiques induise des phénotypes anormaux et 
soit à l’origine de nombreuses pathologies, dont le cancer. Nous allons maintenant nous 
intéresser aux différences épigénétiques observées entre cellules saines et cellules 
tumorales. 
 
2.3. Epigénétique et cancer 
Comme mentionné plus haut, le cancer a longtemps été considéré comme une 
maladie basée sur des modifications génétiques, et ce n’est que récemment que ses 
aspects épigénétiques ont été évoqués. En effet, ce n’est pas parce qu’un gène est présent 
de manière intacte dans le génome que son expression ne peut pas être dérégulée. 
 
2.3.1. Dérégulation des ARNnc 
De plus en plus d’études montrent des dérégulations dans les profils d’expression 
des ARNnc. Les ARNmi visant les oncogènes sont souvent sous-exprimés (par exemple 
let-7 ciblant RAS), tandis que ceux visant les gènes suppresseurs de tumeurs (TSG) sont 
généralement sur-exprimés dans les tumeurs (par exemple miR-21 ciblant PTEN) (pour 
revue voir (Sharma et al. 2010)). Certains ARNnc régulant l’expression d’effecteurs 
épigénétiques (DNMT, HMT…) ont, eux aussi, été identifiés comme étant dérégulés dans 
des cancers (Fabbri et al. 2007 ; Friedman et al. 2009). Ainsi, miR-101 ciblant EZH2 est 
sous-exprimé dans certains cancers, provoquant une augmentation de la méthylation 
des histones et des répressions aberrantes de gènes (Friedman et al. 2009). 




2.3.2. Dérégulations des nucléosomes et des variants d’histones 
Le positionnement des nucléosomes et les variants d’histones sont également à 
l’origine de nombreux dérèglements tumoraux. Il a en effet été montré que certains 
changements dans l’expression de plusieurs protéines modelant la chromatine sont 
impliqués dans la tumorigénèse. Le remodelage de la chromatine et l’apposition 
anormale de nucléosome peut mener à une répression anormale de certains gènes, 
notamment les TSG. Par exemple, le complexe SWI-SNF, permettant la déstabilisation 
des nucléosomes, s’il est touché par l’altération de sa sous-unité BAF47, favorisera des 
transformations oncogéniques via l’inactivation des voies CDKN1A et CDKN2A (Chai et 
al. 2005). 
De même, la modification du profil des variants d’histones peut mener à 
l’expression de phénotypes tumoraux, dont par exemple l’aneuploïdie qui est un trait 
commun à de nombreux cancers. Une des origines de cette aneuploïdie serait la 
dérégulation de CENP-A et de sa chaperone HJURP. En effet, la modification de 
l’expression de CENP-A altère la stœchiométrie entre CENP-A et HJURP (Mishra et al. 
2011), menant à un mauvais positionnement du variant d’histone 3 (Tomonaga et al. 
2003) et donc à une mauvaise ségrégation des chromosomes pendant la mitose. CENP-A 
a d’ailleurs été identifiée comme sur-exprimée dans de nombreux cancers (pour revue 
voir (Vardabasso et al. 2013)). La sur-expression de H2A.Z a également été constatée et 
corrélée à une augmentation de la prolifération cellulaire (Svotelis et al. 2009). La perte 
de H2A.Z serait, elle, responsable d’une progression tumorale probablement en 
déstabilisant les limites chromosomiques, diffusant ainsi un état chromatinien répressif 
favorable à une méthylation de novo des TSG (Witcher and Emerson 2009). 
 
2.3.3. Dérégulation des marques d’histones 
Les marques covalentes d’histones ne sont pas épargnées des dérégulations dans 
les cellules tumorales. En effet, les modifications les plus fréquentes des marques des 
histones dans les cancers est la perte de l’acétylation de la lysine 16 sur l’histone 4 
(H4K16ac) et la triméthylation de la lysine 20 sur l’histone 4 (H4K20me3) (Fraga et al. 
2005). D’autres modifications comme des altérations de la méthylation de H3K9 et 
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H3K27 sont également associées à des répressions anormales de gènes dans les tumeurs 
(pour revue voir (Waldmann and Schneider 2013)). 
Ces dérégulations sont généralement l’œuvre d’une perturbation dans 
l’expression des enzymes responsables de ces marques. Ainsi, dans certains lymphomes, 
on peut observer des mutations somatiques activatrices sur des enzymes contrôlant les 
modifications post-traductionnelles des histones, comme par exemple EZH2 (pour revue 
voir (Butler et al. 2012 ; Shih et al. 2012)).  
 
2.3.4. Dérégulation de la méthylation de l’ADN 
Les cellules cancéreuses, en plus de toutes les dérégulations épigénétiques 
décrites ci-dessus, présentent un profil de méthylation de l’ADN altéré globalement et 
localement (Figure I-12). D’un point de vue global, on observe une hypométhylation du 
génome. Cette hypométhylation a lieu principalement sur les séquences répétées, ce qui 
induit une instabilité chromosomique, des translocations et une réactivation de 
rétrotransposons (pour revue voir (Sharma et al. 2010)). De plus, l’hypométhylation de 
promoteurs peut entraîner la transcription d’oncogènes tels que R-RAS, MAPSIN ou 
encore MAGE. La perte de l’empreinte parentale par hypométhylation de l’ADN peut 
également entraîner une expression pathologique bi-allélique comme c’est le cas pour 
IGF2 par exemple (Ogawa et al. 1993 ; Ludgate et al. 2013). 
 
Figure I-12. Différences 
de méthylation  dans 
les cellules normales et 
cancéreuses. 
A. Cellule normale. B. 
Cellule cancéreuse. Les 
bâtons rouges 
représentent des sites 
CpGs et les groupements 
méthyles sont symbolisés 
par des sphères rouges. 
 
 
De façon paradoxale, les cellules cancéreuses subissent aussi une 
hyperméthylation spécifique sur des promoteurs de TSG (Figure I-12). Ainsi, des gènes 
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tels que CDKN2B, CDKN2A, CDH1 ou EXT1, vont subir une hyperméthylation entraînant 
leur répression (Chim et al. 2003 ; Farinha et al. 2004 ; Ropero et al. 2004). Dans sa 
revue, Esteller a décrit les hyperméthylomes spécifiques de chaque type de cancer, 
démontrant ainsi que la plupart des cancers possèdent ces épimutations (Esteller 2008). 
En plus d’une hyperméthylation directe des promoteurs des TSG, l’augmentation 
de la méthylation sur les promoteurs de facteurs de transcription peut induire de façon 
indirecte la répression des TSG. On peut citer par exemple RUNX3, GATA-4 et GATA-5 qui 
sont hyperméthylés respectivement dans les cancers de l’œsophage et dans les cancers 
colorectaux et gastriques, conduisant à la non-transcription de leurs cibles (Akiyama et 
al. 2003 ; Long et al. 2007). 
Cette méthylation anormale des cellules peut être due à une surexpression des 
DNMT (Mizuno et al. 2001) mais également à une association entre ces enzymes et des 
facteurs de transcriptions d’oncogènes, permettant ainsi une méthylation spécifique. 
C’est le cas dans les leucémies aigües myéloïdes (AML) où la protéine de fusion PML-
RAR recrute les DNMT entraînant par exemple une hyperméthylation spécifique de 
RARβ2 (Di et al. 2002). Une autre explication de cette hyperméthylation locale de l’ADN 
serait grâce aux interactions des DNMT avec des autres effecteurs épigénétiques comme 
les HDAC ou les HMT. Schlesinger et al. ont en effet montré que les régions du génome 
hyperméthylées dans les cancers sont souvent pré-marquées par la triméthylation de 
H3K27, cette dernière étant apposée lors du développement embryonnaire (Schlesinger 
et al. 2007).  Ce résultat suggère un lien étroit entre la tumorigénèse et l’embryogénèse, 
et met en évidence que la dérégulation de l’ADN est intimement liée aux autres 
modifications épigénétiques. Enfin, Williams et al. ont proposé que ce phénotype 
hyperméthylé des cancers serait dû à une perte des protéines TET (Williams et al. 2012). 
Dans les cellules saines, ces protéines participent à maintenir les promoteurs de TSG 
non méthylés en convertissant une éventuelle méthylation en hydroxyméthylation de 
l’ADN. Une mutation ou une sous-expression de ces protéines conduiraient donc à une 
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L’épigénétique est donc un phénomène important depuis le développement 
embryonnaire jusqu’à la gamétogénèse. Ses nombreuses marques forment un paysage 
particulièrement complexe et dynamique qui est, la plupart du temps, aberrant dans les 
cancers. Même si la causalité entre génétique et épigénétique dans le cancer n’est pas 
encore totalement élucidée, la dérégulation des phénomènes tels que la méthylation de 
l’ADN apparaît une caractéristique importante et, étant donné son caractère réversible, 
semble être une excellente cible thérapeutique.  
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Chapitre 3 - Vers des thérapies 
épigénétiques 
 
"Medicine is not only a science; it is also an art. It does not consist of compounding 
pills and plasters; it deals with the very processes of life, which must be understood before 
they may be guided.” 
Paracelsus 
 
3.1. Une thérapie… mais pour quelle cible ? 
Les marques épigénétiques les plus importantes et les plus simples à cibler sont 
les modifications d’histones et d’ADN, qui peuvent être régulées par l’inhibition des 
enzymes responsables de ces marques. 
 
3.1.1. Modifications d’histones ou méthylation de l’ADN ? 
Les modifications des histones ont été étudiées en détails. De nombreux 
inhibiteurs de HDAC existent et deux possèdent l’autorisation de mise sur le marché 
(pour revue voir (Licciardi et al. 2012)). On peut également citer les récents 
développements de molécules inhibant EZH2, une histone méthyltransférase, dont un 
composé débute une étude clinique de phase I (Clinicaltrials.gov Identifier : 
NCT01684150) (Knutson et al. 2012 ; Knutson et al. 2013). Cependant, si ces inhibiteurs 
ont fait leurs preuves, certaines études questionnent leur réel fonctionnement 
argumentant que ces enzymes possèdent également une pléthore de substrats, autres 
que les histones (Choudhary et al. 2009 ; He et al. 2012). De plus, l’inhibition des 
enzymes responsables des modifications post-traductionnelles des histones ne suffit 
parfois pas à ré-exprimer de façon stable un TSG, notamment ceux qui sont soumis 
majoritairement à une répression par hyperméthylation du promoteur (Klisovic et al. 
2008). 
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Inhiber les DNMT permet à la fois de toucher ces gènes dérégulés par 
méthylation aberrante de l’ADN mais aussi ceux qui sont soumis à d’autres marques 
épigénétiques, grâce aux nombreuses interactions entre le groupement méthyle d’une 
cytosine et d’autres protéines (MBD, MeCP, HDAC…), comme discuté au 2.2.6. p. 24-25. 
Evidemment, la méthylation de l’ADN comme cible thérapeutique est elle aussi sujette à 
controverses, étant donné que la déméthylation d’un promoteur n’est pas forcément lié 
à la ré-expression de ce dernier (Flotho et al. 2009). Pour expliquer ces résultats, Peter 
Jones1 décrivait la méthylation comme un verrou. Pour ouvrir la porte de la 
transcription, il faut donc à la fois débloquer le verrou de la méthylation d’ADN et 
actionner la poignée régulée par les marques d’histones. 
C’est pourquoi de nombreux essais cliniques ont évalué les bénéfices 
thérapeutiques obtenus par un traitement de combinaison d’inhibiteurs de HDAC et de 
DNMT (pour revue voir (Griffiths and Gore 2008 ; Yacqub-Usman et al. 2012)). Ainsi, les 
effets relativement modestes d’inhibiteurs de HDAC sur des syndromes 
myélodysplasiques (MDS) ont été considérablement augmentés par le traitement 
conjoint d’inhibiteurs de DNMT, et des observations semblables ont été constatées sur 
des tumeurs solides (Juergens et al. 2011). 
Cependant, pour réaliser des traitements efficaces, il faut posséder des 
inhibiteurs de DNMT puissants. Contrairement aux inhibiteurs de HDAC ou HMT, les 
inhibiteurs de la méthylation ne sont pas légions. Beaucoup ont été décrits, mais peu 
présentent à la fois une bonne sélectivité et efficacité. Deux ont obtenu l’autorisation de 
mise sur le marché mais sont instables chimiquement. L’identification et la 
caractérisation d’inhibiteurs de DNMT puissants est donc primordiale, et c’est ce sur 
quoi nous nous sommes concentrés lors de cette thèse. 
 
3.1.2. Quelle(s) DNMT(s) inhiber ? 
Ayant choisi de travailler sur l’inhibition des DNMT, la première question qui se 
pose est donc : quelle(s) DNMT(s) doit-on inhiber ? Il est évident que le succès clinique 
de la décitabine et de l’azacitidine (cf. 3.3.1. p.36-40) valide une approche d’inhibition 
pan-DNMT. Cependant, de nombreux articles rapportent que l’inhibition in vitro d’une 
seule DNMT suffit à observer une activité anti-tumorale. 
1. University of South California, Los Angeles, USA. 
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En effet, si la décitabine induit à la fois une ré-expression de TSG et de certains 
gènes pro-métastasiques, Chik et Szyf ont démontré que l’inactivation de DNMT1 par 
ARN interférence conduisait à l’arrêt de la croissance de colonies de cellules tumorales, 
sans induire la migration des cellules (Chik and Szyf 2011). De même, plusieurs 
observations montrent que la suppression de DNMT1 entraîne une ré-expression de TSG 
et l’arrêt de la prolifération cellulaire dans de nombreux types de cancers tels que 
pancréas, poumon, œsophage, sein, etc. (Suzuki et al. 2004 ; Kassis et al. 2006 ; Gao et al. 
2013). 
Les rôles de la DNMT3A et DNMT3B semblent beaucoup plus complexes, étant 
donné qu’ils sont dépendants du contexte dans lequel elles sont exprimées. En effet, si la 
déplétion de la DNMT3B induit l’arrêt de la prolifération cellulaire et l’apoptose dans le 
cancer du poumon, du pancréas et de l’œsophage (Kassis et al. 2006 ; Gao et al. 2013), 
l’inactivation conditionnelle de la Dnmt3B dans un lymphome murin induit par Myc 
accélère la prolifération tumorale par l’induction de l’oncogène Ment (Hlady et al. 2012). 
De même, la mutation avec perte de fonction de DNMT3A chez des patients atteints de 
MDS ou d’AML, est associée à un très mauvais pronostic (Ley et al. 2010 ; Walter et al. 
2011). Cependant, de récentes études semblent montrer que les patients atteints de ces 
mutations présentent une meilleure réponse aux traitements par des inhibiteurs de 
DNMT (Metzeler et al. 2012 ; Traina et al. 2014). 
Ainsi, il semble intéressant d’inhiber sélectivement une DNMT pour obtenir des 
effets anti-tumoraux et une toxicité sur cellules saines plus faible que celle observée 
avec des inhibiteurs pan-DNMT. Néanmoins, certains cancers possèdent une sur-
expression de la DNMT3A ou de la DNMT3B, et dans ces cas, leur inhibition reste une 
approche valable. 
 
3.2. Quels tests pour les DNMT ? 
Une fois la cible validée, la mise en place d’un test primaire robuste et 
discriminant est indispensable pour l’identification d’inhibiteurs de la méthylation. Ces 
tests doivent répondre à des critères exigeants afin d’être adaptables au criblage à haut-
débit (high throughput screening ou HTS) qui reste une étape importante de la 
recherche de nouveaux candidats médicaments. Deux approches sont envisageables à 
cette étape : le criblage enzymatique ou le criblage cellulaire. 
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3.2.1. Les tests enzymatiques 
Les tests enzymatiques sont divisés en tests en phase hétérogène et homogène, 
associés à différents formats de détection. Le principe de ces tests est soit basé sur la 
mesure du SAH, soit sur la quantification de l’ADN méthylé, tous deux formés pendant la 
réaction de méthylation (Figure I-13). 
 
Figure I-13. Les différentes méthodes de quantification de l’activité des DNMT.  
Les tests en phase homogène sont encadrés en bleus, les tests en phase hétérogène sont encadrés en 
jaune et le test encadré en vert peut être réalisé en phase homogène ou en phase hétérogène. Les pointillés 
rouges représentent l’ADN non méthylé ayant été coupé par l’enzyme de restriction sensible à la méthylation. 
Les cercles jaunes représentent des fluorophores, le symbole radioactif représente un atome de tritium porté 
par le groupement méthyle du SAM ou de l’ADN méthyle, le cercle bleu représente un donneur d’oxygène 
singulet, les Y bleus et roses représentent des anticorps et la MBD est en orange. MTAN est l’abbréviation de 
5’-methylthio-adenine/SAH nucleosidase, PPDK de pyruvate orthophosphate dikinase et APRT de adenine 
phosphoribosyltransferase. 
 
Des tests de luminescence par un système d’enzymes couplées ont été 
développés par différents groupes afin de mesurer la formation de SAH. Dans la 
méthode décrite par Ibanez et al. (Ibanez et al. 2010), le SAH est converti en ATP par une 
cascade de réactions enzymatiques (incluant entre autres une étape d’hydrolyse, un 
transfert de phosphate et une phosphorylation). L’ATP est ensuite dosé par un kit 
luciférine/luciférase. Les auteurs ont réalisé leur test sur l’histone méthyltransférase 
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SET7/9 mais il pourrait parfaitement être adapté sur d’autres enzymes SAM 
dépendantes, notamment les DNMT. Sur le même principe, Hemeon et al. ont étudié les 
cinétiques de plusieurs CpG méthyltransférases bactériennes ou humaines, et ont même 
validé l’inhibition de ces enzymes par des analogues de 5-azapyrimidine (Hemeon et al. 
2011). Cependant, les molécules détectées par ces techniques doivent subir de 
nombreux tests secondaires afin de vérifier qu’elles ne soient pas simplement des 
inhibiteurs des hydrolases ou des autres enzymes utilisées. 
De même, Graves et al. ont développé un immuno-essai par polarisation de 
fluorescence en phase homogène (Graves et al. 2008). Dans celui-ci, un conjugué SAH-
fluorescéine va être reconnu par un anticorps anti-SAH. Le SAH produit par la réaction 
de méthylation va rentrer en compétition avec le SAH-fluorescéine, provoquant ainsi 
une diminution du complexe anti-SAH/SAH-fluorescéine et donc, une diminution de la 
polarisation de la fluorescence. Néanmoins, cette technique a l’inconvénient majeur de 
présenter une importante interférence par le SAM qui peut être en partie reconnu par 
l’anticorps anti-SAH. 
La technique AlphaLISA (Rouleau et al. 2011) utilise un duplexe d’ADN biotinylé 
qui est méthylé par une DNMT dans un milieu réactionnel contenant du SAM. A la fin de 
la réaction de méthylation, l’ajout d’une MBD permet une reconnaissance de l’état de 
méthylation de l’ADN, puis cette MBD est elle-même reconnue par un anticorps anti-
MBD couplé à un accepteur d’oxygène singulet. Le donneur d’oxygène singulet est fixé 
sur une bille coatée streptavidine qui est ajoutée elle aussi après la fin de la réaction de 
méthylation. Si le complexe donneur-ADN-MBD-accepteur est formé, la proximité entre 
le donneur et l’accepteur peut induire le transfert d’un oxygène singulet, émettant ainsi 
un signal fluorescent dont l’intensité est corrélée à la quantité de duplexe méthylé. Ce 
test a été appliqué avec succès (bons signaux/bruits, Z’ acceptable…), mais n’évite pas le 
problème de l’interférence par des molécules fluorescentes. Notons que ce test n’est 
désormais plus disponible commercialement pour les DNMT. 
Il est également possible d’utiliser des enzymes de restriction sensibles à la 
méthylation qui coupent spécifiquement sur leur site de reconnaissance s’il est non-
méthylé. Différents tests existent en phase homogène ou hétérogène (Woo et al. 2005 ; 
Mashhoon et al. 2006 ; Ye and Stivers 2010 ; Jurkowska et al. 2011a ; Ceccaldi et al. 2013 
; Fagan et al. 2013). La réaction de méthylation a lieu sur un duplexe d’ADN immobilisé 
ou non dans un puits et portant un fluorophore, en présence de DNMT et du cofacteur 
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SAM. S’ensuit une réaction de restriction différentiant l’ADN méthylé du duplexe qui n’a 
pas réagi, et permettant ainsi la quantification de la méthylation. Au lieu d’un 
fluorophore, le duplexe biotinylé peut porter un site de reconnaissance d’anticorps, 
ajoutant ainsi une étape d’ajout de l’anticorps correspondant après la restriction 
enzymatique (Woo et al. 2005). L’avantage de la réaction en phase hétérogène est qu’elle 
permet de nombreux lavages. Ainsi, les molécules interférentes sont éliminées et il est 
possible de changer de tampon de réaction entre l’étape de méthylation et de restriction. 
Cela évite les faux positifs comme par exemple la (-) épigallocatéchine-3-O-gallate 
(EGCG) dont nous discuterons plus tard (cf. 3.3.2.-i. p.40-41), mais empêche tout 
contrôle de la réaction et prévient notamment les études de compétitions indispensables 
pour l’évaluation du mécanisme d’action des molécules. 
Un intermédiaire entre la phase homogène et la phase hétérogène consiste à 
réaliser la réaction de méthylation en phase homogène et de capturer ensuite l’ADN 
pour réaliser les étapes suivantes en phase hétérogène. Cela permet de réaliser des 
études de compétition et de garder les lavages afin d’améliorer les signaux et diminuer 
le taux d’interférences. Ainsi, un criblage à haut-débit radioactif a été décrit par Roth et 
Jeltsch (Roth and Jeltsch 2000). La DNMT étudiée transfère le groupement méthyle tritié 
d’une molécule de SAM-3H sur un duplexe d’ADN biotinylé. Le duplexe est ensuite 
capturé sur de la streptavidine adsorbée sur un support et séparé du SAM-3H n’ayant 
pas réagi par diverses étapes de lavages. Une restriction enzymatique permet ensuite de 
détacher le duplexe afin de procéder à la quantification de groupements méthyles tritiés 
incorporés dans le duplex d’ADN, en évaluant le signal de luminescence induit par l’ajout 
de scintillant liquide.  
Néanmoins, la mise en place d’un test radioactif pose quelques problèmes 
notamment sur le prix de la technique et sur la quantité de déchets rejetés, en plus des 
problèmes inhérents à la phase hétérogène. 
 
3.2.2. Les tests cellulaires 
De nombreux tests cellulaires en HTS ont été mis au point en se basant sur des 
clones sélectionnés pour leur capacité à exprimer un gène rapporteur lorsqu’ils sont 
traités par des drogues ciblant l’épigénétique comme la trichostatine A (TSA, un 
inhibiteur de HDAC) ou la 5-azacytidine (cf. 3.3.1. p.36-40). Plus précisément, le gène de 
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la GFP est placé sous le contrôle d’un promoteur constitutif éteint par régulation 
épigénétique, comme par exemple CMV (Johnson et al. 2008 ; Ceccaldi et al. 2013). 
Un système à deux composants a été décrit par Hsiao et al. dans lequel 
l’expression du répresseur Tet est contrôlée par le promoteur de Trip10, lui-même 
bloqué par méthylation (Hsiao et al. 2010). Dans la seconde construction, l’expression de 
l’EGFP est régulée négativement par le répresseur Tet. Ainsi, à l’état basal, le système 
exprime EGFP, tandis que s’il y a inhibition, Tet est exprimé et diminue le niveau de 
fluorescence. 
Ces deux approches ont permis la réalisation avec succès de criblages de petites 
ou moyennes chimiothèques (d’une centaine à quelques dizaines de milliers de 
molécules). Néanmoins, un inconvénient majeur de ce type de test est qu’il nécessite de 
nombreux tests secondaires afin de déterminer précisément le(s) mécanisme(s) d’action 
de la molécule (inhibiteur de HMT, de DNMT, dommages à l’ADN…) (Lin et al. 2011). 
 
Evidemment ces tests primaires ne sont qu’une première étape dans la 
caractérisation des inhibiteurs des DNMT et ne répondent que partiellement aux 
problématiques posées à savoir la déméthylation et la ré-expression effective des TSG 
afin d’induire une reprogrammation de la cellule tumorale. Ils sont cependant un bon 
point de départ pour des études de relations structure-activité (SAR) et ont contribué à 
la découverte de nombreux inhibiteurs. 
 
3.3. Les inhibiteurs existants 
L’ensemble des inhibiteurs de DNMT peut être divisé en deux familles : les 
analogues de nucléosides, qui sont connus depuis des années et qui ont été largement 
étudiés, et les inhibiteurs non nucléosidiques dont la structure peut varier autant que 
leurs mécanismes d’action. La revue en Annexe A.3. « DNA methylation inhibitors in 
cancer: recent and future approaches » donne plus de détails sur les différents 
inhibiteurs existants. 
 
3.3.1. Les analogues de nucléosides 
i. Les inhibiteurs de première génération 
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Les deux premières molécules à avoir été caractérisées comme inhibiteurs de 
DNMT était auparavant utilisées comme anti-métabolite et agent cytotoxique dans le 
traitement des leucémies (Sorm and Vesely 1968). Ce n’est qu’à partir de 1977 que 
Constantinides et al. établirent leurs propriétés hypométhylantes menant à la 
différentiation de cellules embryonnaires murines (10T1/2) en cellules de muscle strié 
(Constantinides et al. 1977 ; Constantinides et al. 1978 ; Taylor and Jones 1979 ; Jones 
and Taylor 1980). La 5-azacytidine (azacitidine ou 5-AZA) et la 5-aza-2’-
désoxycytidine (decitabine ou DAC) sont respectivement des analogues de cytidine et 
de désoxycytidine sur lesquelles le carbone en position 5 est remplacé par un azote 
(Figure I-14). A la suite de cette découverte, d’autres analogues de nucléosides ont été 




Figure I-14. Les analogues de nucléosides inhibiteurs de DNMT. 
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Lorsque ces composés sont transportés dans les cellules grâce à hCNT1, ils 
subissent une phosphorylation suivie par une conversion en leur forme tri-
phosphorylée active. Ils sont alors incorporés dans l’ADN ou l’ARN, en fonction du sucre 
qu’ils présentent (Momparler 2005). Une fois incorporées dans l’ADN, les DNMT 
peuvent alors reconnaître ces analogues de nucléosides comme des cytosines normales 
et former un intermédiaire covalent entre la cystéine catalytique et la position 6 de 
l’analogue de cytidine. Cependant, après transfert du groupement méthyle en position 5 
et à cause de la présence d’un azote en position 5, la β-élimination nécessaire à la 
libération de l’enzyme ne peut plus avoir lieu. Ainsi, ces analogues de nucléosides se 
comportent comme des inhibiteurs suicides en formant un complexe covalent 
irréversible avec les DNMT (Santi et al. 1984). Ce complexe covalent est ensuite dégradé 
par action du protéasome (Ghoshal et al. 2005 ; Kuo et al. 2007). Notons que s’ils 
partagent globalement le même mécanisme moléculaire, Flotho et al. ont démontré que 
différents analogues de cytidine pouvaient engendrer des profils de déméthylation 
différents, révélant des séquences cibles d’ADN différentes pour ces composés (Flotho et 
al. 2009).  
La zébularine (Figure I-14), un autre analogue de nucléoside, a un mécanisme 
d’action légèrement différent. Initialement synthétisée afin de palier à l’instabilité de 
l’azacitidine ou la decitabine qui pouvait subir une désamination, la zébularine a une 
activité intrinsèque d’inhibiteur de désaminase. De plus, il a été montré que le complexe 
covalent formé par la DNMT et la zébularine est réversible et thermolabile, bien que sa 
dissociation soit plus lente que celles des complexes formés par les autres analogues de 
cytidine (Marquez et al. 2003 ; Champion et al. 2010). Cependant, dans les cellules, de 
plus fortes concentrations doivent être utilisées, limitant son utilisation clinique. 
Parmi tous les analogues de nucléosides décrits, seuls l’azacitidine et la 
decitabine ont obtenus l’accord de mise sur le marché de la Food and Drug 
Administration (FDA) en indication dans les AML et MDS, respectivement en 2004 et 
2006. L’azacitidine possède également une indication dans les leucémies chroniques 
myélo-monocytaires (CMML). De nombreux essais cliniques impliquent ces deux 
composés en combinaison avec notamment des inhibiteurs de HDAC dans de nombreux 
cancers ((Juergens et al. 2011), pour revue voir (Hatzimichael and Crook 2013)). 
Cependant, il a été montré que l’azacitidine était moins active que la décitabine 
sur certaines lignées cancéreuses (Hollenbach et al. 2010). En effet, l’azacitidine 
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possédant un cycle ribose peut être incorporé dans l’ARN, diminuant ainsi son 
incorporation dans l’ADN et perturbant la synthèse protéique (Aimiuwu et al. 2012). 
Néanmoins, l’azacitidine est plus efficace chez les patients. On peut également noter 
l’utilisation d’inhibiteurs de la méthylation en tant qu’agents sensibilisants à la 
chimiothérapie classique (Bhatla et al. 2012 ; Matei et al. 2012 ; Song et al. 2012b ; 
Steinhardt and Gartenhaus 2013) ou en tant que radiosensibilisant, avec des réserves 
pour cette dernière indication ((De et al. 2009), pour revue voir (Gravina et al. 2010)). 
ii. Les inhibiteurs de deuxième génération 
Les succès rencontrés par l’azacitidine et la decitabine en tant qu’inhibiteurs de 
DNMT ont poussé la recherche à synthétiser des composés avec un meilleur profil 
pharmacocinétique (pour revue voir (Yang et al. 2010)).  
Cela a mené à développer des pro-drogues comme le NPEOC-DAC (Figure I-14). 
Cette molécule nécessite une activation par la carboxylestérase 1 (hCE-1), présente dans 
certaines lignées cancéreuses du foie, afin de libérer la decitabine. Malheureusement, si 
cette protection empêche la decitabine de subir une éventuelle désamination, elle 
diminue également drastiquement son efficacité et réduit son champ d’application. 
De même, le CP-4200 et le SGI-110 (Figure I-14) sont respectivement des pro-
drogues de l’azacitidine et de la decitabine. Permettant la délivrance plus tardive d’une 
molécule instable, ils permettent d’augmenter l’efficacité et donc de diminuer les doses 
efficaces, limitant ainsi la cytotoxicité et les effets secondaires. Le SGI-110 est d’ailleurs 
en étude clinique de phase II pour les AML et les MDS (ClinicalTrials.gov Identifier : 
NCT01261312), ainsi que dans les cancers ovariens résistants en tant qu’agent 
sensibilisant en combinaison avec le carboplatine (ClinicalTrials.gov Identifier : 
NCT01696032). 
Nécessitant, la plupart du temps, une étape d’intégration dans le génome pendant 
la phase S pour être actives, ces molécules permettent une forme de sélectivité pour les 
cellules en division rapide. Cependant, leur faible biodisponibilité, leur instabilité dans 
les milieux physiologiques et leur manque de sélectivité au niveau des CpG en font des 
inhibiteurs loin d’être idéaux. De plus, des questions sur l’effet à long terme de ces 
analogues de nucléosides commencent à se poser (pour revue voir (Gravina et al. 
2010)). C’est donc naturellement vers des inhibiteurs non nucléosidiques que la 
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recherche s’est tournée pour développer des inhibiteurs de DNMT ne nécessitant pas 
d’intégration dans le génome. 
 
3.3.2. Les inhibiteurs non nucléosidiques 
De nombreux inhibiteurs catalytiques des DNMT ont été décrits ces dernières 
années, aux structures très variées. Cependant, peu d’entre eux ont réussi à démontrer 
une véritable activité d’inhibition des DNMT au niveau cellulaire. 
i. Les molécules naturelles 
 Figure I-15. Inhibiteurs de DNMT non nucléosidiques. 
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Une des familles les plus étudiées est la famille des flavonoïdes. Parmi eux, l’EGCG 
(Figure I-15), le polyphénol majoritaire du thé vert, a été régulièrement décrit pour ses 
capacités à inhiber de nombreuses cibles in vitro, y compris les DNMT (pour revue voir 
(Singh et al. 2011)). De même, la génistéine (Figure I-15), une isoflavone extraite du 
soja, a démontré son caractère inhibiteur in vitro de nombreuses enzymes (pour revue 
voir (Banerjee et al. 2008)). Toutes deux ont démontré des activités cellulaires menant à 
la déméthylation et même la ré-expression de gènes suppresseurs de tumeurs comme 
RARβ, CDKN2B ou MGMT (Fang et al. 2005 ; Duthie 2011). Cependant, il n’a pas été 
montré que cette action passe par l’inhibition des DNMT. Au contraire, il a été prouvé 
que ces molécules induisaient une augmentation du SAH intracellulaire. En effet, ces 
flavonoïdes sont des substrats de la catéchine-O-méthyltransférase (COMT), une enzyme 
dépendante du SAM (Zhu et al. 2001). Au fur et à mesure de la réaction, le SAH 
intracellulaire va augmenter. L’équilibre SAM/SAH étant modifié, les DNMT seront 
inhibées. Néanmoins, cela n’explique pas l’apparente inhibition in vitro des DNMT en 
absence de COMT (Lee et al. 2005b). De plus, des études poussées sur l’EGCG semblent 
montrer un rôle cytotoxique non corrélé à la déméthylation et une production 
importante d’espèces réactives oxygénées (ROS) qui expliquerait l’arrêt de la 
prolifération cellulaire observée in cellulo (Chuang et al. 2005). Ces molécules sont 
désormais étudiées pour leurs potentiels effets de prévention, mais ne devraient plus 
être considérées comme des inhibiteurs des DNMT (Suh and Pezzuto 2012). 
Le kazinol Q (Figure I-15) a récemment été décrit comme inhibiteur de DNMT 
(Weng et al. 2013). Ce produit naturel, issu de plantes formosanes a en effet montré une 
capacité à inhiber DNMT1 et même à ré-exprimer la cadhérine E dans des lignées de 
cancer du sein. A nouveau, l’accumulation importante de ROS suite à un traitement de 
cellules tumorales par le kazinol Q semble indiquer des mécanismes cellulaires autres 
que la simple inhibition de DNMT1. 
Le curcumin (Figure I-15) et ses dérivés ont été identifiés par criblage virtuel. Ils 
induisent une inhibition in vitro de M.SssI, une ADN méthyltransférase bactérienne 
d’ADN sur la cytosine en position 5 (Liu et al. 2009). La déméthylation du promoteur de 
Neurog-1 dans des lignées cellulaires de prostate a été observée, mais malgré les 
nombreux essais cliniques réalisés, aucune activité in vivo ou chez l’homme n’a été 
constatée (Burgos-Moron et al. 2010). 
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La psammapline A, (Figure I-15) un extrait naturel d’éponge, a montré une 
capacité à inhiber plus d’une dizaine d’enzymes comme la topoisomérase II, 
l’aminopeptidase de leucine ou encore les DNMT (Kim et al. 1999 ; Shin et al. 2000 ; Pina 
et al. 2003). Cependant, elle a récemment été caractérisée comme inhibiteur de HDAC et 
non de DNMT (Baud et al. 2013). 
Initialement utilisée comme antibiotique, la nanaomycine A (Figure I-15) a été 
détectée dans un criblage in silico (Kuck et al. 2010b). De façon surprenante, elle n’a 
montré aucune activité dans des tests enzymatiques contre DNMT1, mais a inhibé avec 
succès la DNMT3B. Cependant, comme tous les composés naturels jusque là identifiés, 
elle possède de nombreuses cibles cellulaires et son réel potentiel d’agent déméthylant 
doit encore être vérifié (Kuck et al. 2010a). 
D’autres composés naturels comme l’acide caféique, le parthénolide, le 
resvératrol ou encore l’équol ont été également été décrits comme inhibiteurs de 
DNMT. Néanmoins, des résultats contradictoires, une trop grande réactivité et surtout le 
manque de sélectivité de ces composés en font de très mauvais candidats médicaments 
(pour revue voir (Singh et al. 2013)). 
La sinéfungine (Figure I-15) est un analogue bactérien de SAM initialement isolé 
chez Streptomyces griseolus. Cette molécule inhibe de nombreuses enzymes 
dépendantes du SAM comme par exemple les DNMT ou les COMT (Borchardt 1980 ; 
Schluckebier et al. 1997). Bien que son manque de sélectivité en fasse un mauvais 
candidat médicament, ce compétiteur SAM reste un bon outil mécanistique pour étudier 
les types d’inhibition de certains composés ou étudier des changements 
conformationnels de certaines DNMT (Lin et al. 2012). De même le SAH (Figure I-13), 
produit de la réaction de méthylation, n’est pas un très bon inhibiteur mais peut servir 
d’outil mécanistique, bien que des questions subsistent encore sur son mécanisme 
d’action précis (Bacolla et al. 1999 ; Lin et al. 2012). 
Enfin, l’acide laccaïque A (Figure I-15), un ancien colorant alimentaire extrait 
d’insectes (Sako et al. 1978), a été identifié lors d’un criblage haut-débit sur une DNMT1 
tronquée à laquelle manquait le domaine TRF et le domaine CXXC (621-1600) (Fagan et 
al. 2013). L’acide laccaïque a démontré une activité ≈2,5 fois plus grande que celle du 
SGI-1027 (respectivement 650 ± 40nM contre 1,6 ± 0,2µM). Néanmoins, l’activité 
mesurée de l’acide laccaïque est 30 fois moins importante sur une DNMT1 incluant le 
domaine TRF. De plus, si une ré-expression de VGF et MAL dans les cellules cancéreuses 
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de sein MCF-7 a été observée, aucune déméthylation cellulaire n’a pour l’instant été 
constatée.  
ii. Les molécules synthétiques 
Les molécules naturelles possédant une multiplicité de cibles, la recherche s’est 
penchée sur la recherche d’inhibiteurs synthétiques.  
Ainsi les effets secondaires auto-immunes de l’hydralazine (Figure I-15), utilisée 
contre l’hypertension, a amené à s’interroger sur les effets épigénétiques de cette 
molécule. Si un docking moléculaire a révélé un potentiel pouvoir d’inhibition des DNMT 
(Zambrano et al. 2005), cette molécule a été identifiée comme inhibiteur de G9a et 
n’induit pas de déméthylation sur lignées cellulaires (Chuang et al. 2005 ; Candelaria et 
al. 2012). 
La procaïnamide (Figure I-15) a, elle aussi, été identifiée grâce à ses effets 
secondaires lorsqu’elle était utilisée en tant qu’antiarythmique (Cornacchia et al. 1988). 
Villar-Garea et al. identifièrent ce composé, ainsi que la procaïne, comme agents 
déméthylants en établissant leurs relativement fortes affinités pour les séquences CG 
riches de l’ADN (Villar-Garea et al. 2003). Mais aucune déméthylation n’a été observée 
(Chuang et al. 2005). Quant aux dérivés de la procaïnamide possédant une oxazoline ou 
une isoxazoline (Figure I-15), ils ont démontré des activités in vitro faibles : 50% 
d’inhibition de la DNMT1 à 150µM pour le meilleur dérivé en test enzymatique et une 
faible déméthylation de l’ADN observée à 0,5mM dans des lignées cellulaires 
cancéreuses (Castellano et al. 2008 ; Castellano et al. 2011). 
Un criblage in silico a identifié le RG108 (phtalimido-L-tryptophane, Figure I-15) 
comme inhibiteur de DNMT1 (Brueckner et al. 2005). Cependant, Suzuki et al. ont 
montré que ce composé inhibe in vitro la DNMT1 à 34% à 1mM (Suzuki et al. 2010). Ce 
faible résultat a été confirmé par une autre étude qui établit la concentration à laquelle 
le RG108 induit 50% d’inhibition (IC50) sur DNMT1 et sur Dnmt3A/3L à plusieurs 
centaines de micromolaires (Halby et al. 2012 ; Asgatay et al. 2014). On peut donc 
questionner le mécanisme d’action de cette molécule qui induit de la déméthylation in 
cellulo (Brueckner et al. 2005), mais peut-être pas par une inhibition directe des DNMT. 
Le SGI-1027 (Figure I-15) est une quinoléine lipophile qui fut initialement 
synthétisée pour ses propriétés anti-tumorales. En effet, les sels de quinolinium sont 
connus pour être de forts ligands du petit sillon de l’ADN et sont capables d’induire la 
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mort cellulaire (Denny et al. 1979). Le SGI-1027 s’est démarqué de cette série par le fait 
qu’il ne se lie que faiblement aux séquences A-T riches, tout en gardant une bonne 
stabilité dans les milieux physiologiques. Ce composé inhibe in vitro les 3 DNMT 
catalytiquement actives et montre même une déméthylation et une ré-expression de 
TIMP3 et CDKN2A dans des lignées cellulaires cancéreuses du colon (Datta et al. 2009). 
Cette étude a d’ailleurs montré une rapide dégradation de la DNMT1 par le protéasome 
après traitement de cellules tumorales par le SGI-1027, indiquant la possibilité d’un 
mécanisme d’action proche de celui de la décitabine. Récemment, des dérivés de cette 
quinoléine ont été synthétisés par la même équipe mais aucun n’a été plus actif que le 
SGI-1027 (Gamage et al. 2013). 
Récemment, un criblage haut-débit sur la Dnmt3A murine a permis 
l’identification de SW155246 (Figure I-15), une naphtoquinone qui inhibe faiblement la 
Dnmt3A in vitro (<50% d’inhibition à 10µM) (Kilgore et al. 2013). Cependant, le 
composé semble inhiber préférentiellement la DNMT1 avec une activité 30 fois 
supérieure sur DNMT1 par rapport à Dnmt3A. Contrairement aux dérivés de la même 
famille chimique, le SW155246 ne produit pas de ROS et est moins toxique que la 5-AZA 
aussi bien sur des lignées cancéreuses que sur une lignée normale épithéliale 
immortalisée. Le SW155246 réussit à induire une déméthylation globale dans les HeLa à 
10µM, ainsi qu’une ré-expression de RASSF1A. Par contre, le traitement par le composé 
de cellules cancéreuses de poumon (A549) ne réussit à déméthyler que quelques CpG du 
promoteur RASSF1A. Que ce soit pour la ré-expression ou pour la déméthylation, les 
effets du SW155246 sont cependant bien en-dessous de ceux observés pour la 5-AZA 
aux mêmes concentrations (Kilgore et al. 2013). 
En plus de ces molécules, deux sous-familles de flavonoïdes ont été identifiées 
comme inhibitrices de DNMT lors d’un criblage sur le complexe catalytique murin 
Dnmt3A/3L : les 3-nitroflavones (molécule 11, Figure I-15) et les 3-chloro-3-
flavanones (molécule 69, Figure I-15) (Ceccaldi et al. 2011). Ces molécules ont montré 
une activité in vitro sur enzyme purifiée et ont même été testées sur des embryons de 
zebrafish où certains ont démontré un phénotype identique à la décitabine. Néanmoins, 
leur capacité à déméthyler et à ré-exprimer des gènes suppresseurs de tumeurs reste à 
être démontrée sur des lignées cellulaires tumorales. 
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iii. Les oligonucléotides 
MG98 est un oligonucléotide anti-sens d’une vingtaine de paire de bases qui se lie 
spécifiquement à la partie 3’ non traduite de la DNMT1 humaine, empêchant ainsi sa 
traduction (Amato 2007). Cette molécule est sélective de la DNMT1 puisqu’elle 
n’empêche pas la traduction des DNMT3, et permet la déméthylation et la ré-expression 
p16INK4a dans des lignées tumorales de colon et de vessie (Goffin and Eisenhauer 2002). 
Cependant, dans les MDS et AML, la ré-expression en essai clinique de phase I de gènes 
comme ER, WIT1 ou encore p15INK4b, sans corrélation avec leur déméthylation, remet en 
doute le lien direct entre le traitement par MG98 et la ré-expression de gènes 
suppresseurs de tumeurs (Klisovic et al. 2008). 
Une autre approche d’inhibition de la DNMT1 a été mise au point grâce au GC-
boxpMET (5’-CTGGATCCTTGCCCmCGCCCCTTGAATTCCC-3’, mCG : CpG méthylé). Il 
s’agit d’une molécule simple brin d’ADN comprenant une trentaine de bases et un 
squelette phosphorothioate (Flynn et al. 2003). Ce composé permet une inhibition 
allostérique sélective de la DNMT, mais les études semblent avoir été abandonnées. 
De façon générale, les essais cliniques de traitement uniquement par un 
oligonucléotide ont été arrêtés notamment à cause de l’inefficacité de ces composés 
(Plummer et al.  ; Winquist et al. 2006). 
 
La méthylation de l’ADN est une cible thérapeutique particulièrement intéressante. 
L’inhibition des DNMT peut se mesurer grâce à des tests enzymatiques - en mesurant 
soit la formation de SAH soit la formation d’ADN méthylé – ou grâce à des tests 
cellulaires – en mesurant la réexpression d’un gène conditionnée par une déméthylation 
d’ADN. Ces tests ont d’ailleurs identifiés de nombreux inhibiteurs des DNMT, qu’ils 
soient analogues de nucléosides ou non. Les inhibiteurs nucléosidiques nécessitent une 
intégration dans l’ADN et peuvent s’insérer dans l’ensemble du génome. Leur instabilité 
chimique ainsi que leur manque de sélectivité posent de nombreux problèmes et 
orientent donc les recherches vers la découverte d’inhibiteurs non nucléosidiques. 
Parmi ces derniers, de nombreux composés sont décrits, mais la majorité a démontré 
une action multi-cibles ou n’a tout simplement pas réussi à engendrer une 
déméthylation dans les cellules cancéreuses. Il est donc nécessaire d’identifier de 
nouveaux inhibiteurs non-nucléosidiques sélectifs des DNMT. 
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De part son caractère réversible, l’épigénétique, et notamment la méthylation de 
l’ADN, est une cible thérapeutique particulièrement intéressante dans les cancers. Les 
seuls inhibiteurs de DNMT ayant une activité déméthylante cellulaire (l’azacitidine et la 
décitabine) présentent de nombreux désavantages dont une forte instabilité dans les 
milieux physiologiques, l’absence de sélectivité et la nécessité d’une étape 
d’incorporation à l’ADN. Il semble donc logique de se pencher vers l’identification et la 
caractérisation d’inhibiteurs non-nucléosidiques de DNMT. Aujourd’hui, qu’ils soient 
naturels ou synthétiques, ces derniers accumulent des observations contradictoires et 
leurs résultats semblent parfois sujets à caution. Seul le SGI-1027 et la série des 3-
chloro-3-nitroflavanones paraissent intéressants. 
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à l’étude des 3-chloro-3-
nitroflavanones (Partie I, p.51-88). Nous avons approfondi les relations structures-
activités de ces molécules puis, nous avons étudié leurs capacités à réactiver un système 
rapporteur épigénétique dans une lignée leucémique humaine (KG-1) (Partie I – 
Chapitre 1, p.53-71). Enfin, nous avons étudié l’état de méthylation de promoteurs de 
gènes suppresseurs de tumeurs endogènes afin de pouvoir les utiliser comme 
marqueurs de l’action déméthylante des 3-chloro-3-nitroflavanones (Partie I – Chapitre 
2, p.72-88). 
Dans un second temps, nous nous sommes interrogés sur la sélectivité et sur le 
mécanisme d’action de ces inhibiteurs. Pour cela, nous avions besoin d’un essai 
adaptable à n’importe quelle méthyltransférase d’ADN, et dont la réaction de 
méthylation se déroule en phase homogène. Dans un premier temps, nous avons tenté 
de doser le SAH formé lors de la réaction de méthylation (Partie II – Chapitre 1, p.92-
100). Cependant, les mauvaises performances de ce test nous ont poussés à développer 
une autre technique. Nous avons alors développé un test radioactif basé sur la 
scintillation par proximité et l’avons miniaturisé au format microplaque (384 puits) 
(Partie II – Chapitre 2, p.101-118). Ce dernier nous a permis d’étudier le mécanisme 
d’action non seulement de certaines flavanones, mais aussi de tester de nombreuses 
molécules afin de trouver de nouveaux inhibiteurs non-nucléosidiques des DNMT 
(Partie III – Chapitre 1, p.121-130). Enfin, grâce à des collaborations internationales, 
nous avons ainsi pu identifier un nouveau dérivé de SGI-1027, deux fois plus actif que ce 
dernier, et proposer un mécanisme d’action original pour cette série chimique (Partie III 
– Chapitre 2, p.131-149).  
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Chapitre 1 – Synthèse et Relations 
structures-activités (SAR) 
 
1.1. Introduction  
Un test enzymatique d’inhibition des DNMT basé sur la fluorescence (Fluo-Met) a 
été précédemment développé dans l’équipe et a permis le criblage d’une chimiothèque 
de flavonoïdes (Ceccaldi et al. 2011). Ces composés ont été choisis pour leur proximité 
structurelle avec la génistéine, décrite comme inhibiteur cellulaire de DNMT (Fang et al. 
2005). A l’issu de ce criblage sur le complexe murin Dnmt3A/3L, deux familles de 
composés ont été identifiées comme inhibiteurs in vitro de DNMT : les 3-nitroflavones et 
les 3-chloro-3-nitroflavanones (Figure 1-1.A.). 
 
Figure 1-1. Structure générale des 3-
chloro-3-nitroflavanones et exemples 
de relations structure-activité. 
A. Structure générale des 3-chloro-3-
nitroflavanones. B. La di-substitution 
ortho/ortho du cycle B induit une 
augmentation de l’activité. C. La double 
substitution des cycles A et B augmente 
l’activité des composés. Les 
concentrations auxquelles 50% 
d’inhibition de Dnmt3A/3L est observée 
(IC50) sont représentées entre 
parenthèses (moyennes sur 2 expériences 
indépendantes +/- l’écart-type). D’après 
(Ceccaldi et al. 2011). 
 
Les 3-chloro-3-nitroflavanones ont montré de meilleures puissances que les 3-
nitroflavones, ainsi qu’une forte sélectivité des méthyltransférases d’ADN (pour le 69, 
IC50 de 0,37µM sur Dnmt3A/3L, 11µM pour EcoDam, une méthyltransférase bactérienne 
d’adénines et 450µM sur G9A, une méthyltransférase d’histone). Ces composés ont 
également montré un effet in vivo en induisant des malformations sur les embryons de 
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poissons-zèbres, ce qui est caractéristique de l’inhibition de la méthylation de l’ADN 
(Martin et al. 1999). 
A la suite de l’étude menée par Ceccaldi et al., nous avons pu identifier que les di-
substitutions ortho/ortho sur le cycle B par des groupements électro-attracteurs 
augmentent l’activité inhibitrice des molécules (Figure 1-1.B.), ainsi que la double 
substitution sur les cycles A (position 6) et B (Figure 1-1.C.)(Ceccaldi et al. 2011). 
Après un stage dans le laboratoire du Dr. D. Dauzonne1 et en collaboration avec ce 
dernier, nous avons décidé de synthétiser des molécules possédant une substitution A-B 
(position 6 et 6’ respectivement) par des groupes électro-attracteurs (Br, Cl, F, NO2), 
ainsi que des molécules possédant à la fois une mono-substitution en A et une di-
substitution ortho/ortho sur le cycle B (Cl, F). Ces nouveaux composés ont été testés sur 
le complexe murin Dnmt3A/3L dans le test Fluo-Met. Puisque la synthèse générale de 
ces molécules mène à un mélange racémique, nous avons séparé les énantiomères des 
composés les plus puissants. Nous avons ensuite tenté plusieurs approches afin de 
stabiliser un dérivé dont le différentiel de puissance entre les deux énantiomères nous 
paraissait intéressant. Enfin, nous avons étudié les capacités de l’ensemble de ces 
nouvelles 3-chloro-3-nitroflavanones à réactiver un système rapporteur épigénétique 
dans une lignée leucémique humaine. 
Il est important de noter que lors du criblage précédemment, la 3-chloro-3-
nitroflavanone 69 (R1 = NO2, R2 = R3 = H) était le composé le plus puissant identifié 
contre Dnmt3A/3L. Nous l’avons donc choisi comme composé de référence (Ceccaldi et 
al. 2011).  
 
1.2. Matériels et méthodes 
1.2.1. Synthèse chimique 
La synthèse des 3-chloro-3-nitroflavanones 54, 62, 63, 64, 69, 72, 87, 123b et 
124 sont décrites par Ceccaldi et al. (Ceccaldi et al. 2011). Les synthèses et 
caractérisations des nouveaux composés sont décrites dans l’Annexe A.1. 
 
1.2.2. Tests enzymatiques 
1. Institut Curie, Paris, France. 
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Les molécules à tester sont dissoutes dans 100% DMSO pour obtenir des 
solutions stocks à 10mM. Le test Fluo-Met a été adapté du test en fluorescence basé sur 
l’utilisation de la restriction enzymatique sensible à la méthylation de l’ADN développé 
par Ceccaldi et al. (Ceccaldi et al. 2011).  Au préalable, les puits d’une plaque 384-puits 
(Optiplate noires, PerkinElmer, France) sont incubés avec 70µL d’avidine (SigmaAldrich, 
France) à 10µg/mL dans 0,1M de bicarbonate de sodium pH 9,6 sur la nuit à +4°C. La 
plaque est ensuite lavée 5 fois avec 100µL de PBS contenant 0,05% de Tween-20 et 
500mM NaCl (PBST + NaCl), puis 60µL d’oligonucléotide (FAM-5’-
GCTATATATACGTACTGTGAACCCTACCAGACATGCACTG-3’ et BIOT-5’-
CAGTGCATGTCTGGTAGGGTTCACAGTACGTATATATAGC-3’, Eurogentec, Belgique) à 
0,05µM sont incubés pendant 1h à T.A. dans du PBS contenant 0,05% de Tween-20 
(PBST). Cet oligonucléotide, marqué en 3’ par une 6-carboxyfluorescéine, contient un 
unique site CpG qui fait partie d’une séquence de reconnaissance d’une enzyme de 
restriction sensible à la méthylation de l’ADN. Les enzymes Dnmt3A et Dnmt3L sont 
obtenues selon Jia et al. (Jia et al. 2007). Pour former le complexe Dnmt3A/3L, 100nM de 
la partie C-terminale de la Dnmt3L murine (208-421a.a.) et 100nM de la partie 
catalytique de la Dnmt3A murine (623-908a.a.) sont incubés pendant 30min sur la glace 
avec la molécule à tester ou le DMSO (jusqu’à 1% DMSO final) dans le tampon de 
méthylation (1mM EDTA, 50mM KCl, 1mg/mL BSA dans 20mM HEPES pH 7,2). La 
plaque contenant le duplexe d’ADN immobilisé est lavé 3 fois avec 100µL de PBST + NaCl 
puis 3 fois avec 100µL de PBST. Le complexe avec ou sans inhibiteur est alors transféré 
dans la plaque contenant le duplexe d’ADN cible et la réaction de méthylation est 
déclenchée par ajout de 20µM de SAM (New England Biolabs, France) dans le tampon de 
méthylation. Après 1h d’incubation à 37°C, chaque puits est lavé 3 fois avec 100µL de 
PBST + NaCl, puis 3 fois avec 100µL de PBST. Puis, chaque puits subit une restriction 
enzymatique par 5U de HpyCH4IV (New England Biolabs, France) dans 50µL de tampon 
préconisé par le fournisseur (NEBuffer 1) pendant 1h à 37°C. La restriction est arrêtée 
par 3 lavages avec du PBST contenant 500mM de NaCl, puis 3 lavages avec du PBST. 
Enfin, la fluorescence est lue dans du PBS sur un lecteur de microplaque EnVision™ 
Multilabel Plate Reader (PerkinElmer, France). Les pourcentages d’inhibition (%I) sont 
calculés selon la formule suivante : %I = 100-100*Y/X, avec X le signal obtenu en 
présence du DMSO et Y le signal obtenu en présence de l’inhibiteur. La concentration 
efficace médiane (EC50), à laquelle on observe 50% de l’inhibition maximale du composé, 
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est déterminée par l’analyse de plusieurs concentrations de produit, en duplicats. Les 
points sont analysés avec une régression non-linéaire sigmoïdale à pente variable 
réalisée sur GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Software). Lorsqu’un composé possède 
une courbe dose-réponse qui varie de 0% à 100%, l’EC50 est égale à la concentration 
inhibitrice médiane (IC50), à laquelle on observe 50% d’inhibition. 
Le test Fluo-Met sur DNMT3A-C (624-912, partie catalytique, humaine) a été 
réalisé dans notre équipe par V. Masson et J.-M. Grégoire. Dans ce test, 70µL d’avidine à 
10µg/µmL dans une solution à 0,1M de bicarbonate de sodium (pH 9,6) sont incubés sur 
la nuit à +4°C dans une plaque 384 puits (OptiPlate noire). La plaque est lavée 5 fois avec 
du PBST, puis 60µL du duplexe à 0,05µM sont incubés 1h à T.A. et lavés 3 fois par du 
PBST+NaCl, puis 3 fois par du PBST. 100nM de DNMT3A-C, 20µM de SAM et la molécule 
à tester (jusqu’à 1% final en DMSO) sont ensuite incubés 1h à 37°C dans 50µL de 
tampon de méthylation. La restriction et la lecture sont identiques à celles réalisées pour 
le test Fluo-Met Dnmt3A/3L ci-dessus. 
Pour le test G9A, les molécules à tester sont dissoutes dans 100% DMSO pour 
obtenir des solutions stocks à 25mM. Le test est réalisé selon Rathert et al. (Rathert et al. 
2007). En résumé, G9A (65nM) est incubée avec différentes concentrations d’inhibiteurs 
pendant 10min à température ambiante (T.A.), puis le peptide H3 biotinylé (50nM) et le 
SAM (0.25µM) sont ajoutés pour démarrer la réaction. La réaction de méthylation est 
incubée pendant 10min à 37°C. Chaque point est réalisé en duplicats et normalisé par 
rapport au contrôle DMSO. L’évaluation des pourcentages d’inhibition et des IC50 est 
déterminée de la même façon que dans le test Fluo-Met. Ce test a été réalisé dans le 
laboratoire du Pr. A. Jeltsch1 par le Dr. Arumugam Rajavelu1.  
L’homogénéité des variances de 2 mesures est vérifiée par test de Fischer. Dans le 
cas de mesures ayant des variances homogènes, le test statistique utilisé pour identifier 
des mesures significativement différentes est le test de Student avec un risque α = 0.05. 
Dans le cas où les variances ne sont pas homogènes, nous avons utilisé le test d’Aspin-
Welch avec un risque α = 0.05. 
 
1.2.3. Culture cellulaire, réexpression de Luc et cytotoxicité 
La lignée leucémique KG-1 CMV-Luc est incubée à 37°C, 5% CO2 et maintenue 
dans du milieu RPMI-1640 (Lonza, France) supplémenté de 2,1mM de L-Glutamine, de 




25mM de HEPES (Lonza, France), de 10% de sérum de veau fœtal inactivé (Lonza, 
France) et de 0,5mg/mL de généticine (Life Technologies, France). 
La lignée leucémique humaine KG-1 (ATCC, USA), transfectée de façon stable avec 
le gène rapporteur de la luciférase Firefly (Luc+ de pGL3, Promega, France) mis sous le 
contrôle du promoteur CMV (pEGFP-N1, Clontech, France) partiellement méthylé (50%), 
est ensemencée à 20 000 cellules par puits en plaques 96-puits. L’incubation est réalisée 
à 37°C, avec 5% CO2, dans du milieu RPMI-1640 (Lonza, France) supplémenté de 2,1mM 
de L-Glutamine, de 25mM de HEPES (Lonza, France), de 10% de sérum de veau fœtal 
inactivé (Lonza, France) et de 0,5mg/mL de généticine (Life Technologies, France). 
Après 24h d’incubation en présence du composé à tester ou du DMSO, l’induction du 
promoteur est mesurée par quantification de la luciférase grâce au système Brite-lite 
(PerkinElmer, France) selon le protocole du fournisseur. La luminescence est mesurée 
sur un lecteur de microplaque EnVision™ Multilabel Plate Reader (PerkinElmer, France) 
et les données sont exprimées en facteur d’induction comparé au contrôle DMSO.  
Pour l’étude de la cytotoxicité, les cellules KG-1 transfectée stablement par CMV-
Luc, sont ensemencées à 20 000 cellules par puits en plaques 96-puits. Après 24h 
d’incubation en présence ou non du composé à tester, le pourcentage d’inhibition de la 
prolifération cellulaire est déterminé par dosage de l’ATP en luminescence grâce au kit 
ATP-Lite™ (PerkinElmer, France), selon le protocole du fournisseur. Les traitements de 




1.3.1. Synthèse chimique 
Afin de synthétiser de nouvelles 3-chloro-3-nitroflavanones, nous avons suivi le 
schéma réactionnel décrit précédemment par Dauzonne et al. (Figure 1-2) (Dauzonne 
and Demerseman 1990 ; Dauzonne and Grandjean 1992).  
La première étape consiste à condenser le bromonitrométhane sur l’aldéhyde 
afin de former un 2-chloro-2-nitrovinylbenzène. Cette étape est facilement réalisable 
pour les réactifs mono-substitués et di-substitués et mène uniquement à la formation du 
conformère Z, à cause de la gêne stérique induite par le groupement nitro. 




Figure 1-2. Schéma de synthèse générale des 3-chloro-3-nitroflavanones. 
La seconde étape, une réaction de Michaël, pose beaucoup plus de problèmes. En 
effet, l’alcool formé est très sensible à la présence d’eau et peut subir une ouverture du 
cycle, ce qui aboutit à la re-formation des réactifs de départ (Figure 1-3). Cela impose 
donc de travailler dans des conditions anhydres. 
 
 
Figure 1-3. Ouverture du cycle de l’alcool par l’eau (réaction de retro-Michael). 
 
En plus de cette contrainte technique, nous nous sommes heurtés à une forte 
contrainte stérique. En effet, si l’addition du composé di-fluoré (R1 = R2 = F) n’a pas posé 
de problème, la même réaction de Michael avec le composé di-chloré (R1 = R2 = Cl) s’est 
révélé impossible. Etant donné la différence de taille entre les deux atomes (rayon 
atomique de 50pm pour le fluor et 100pm pour le chlore), il est probable que cela soit dû 
à une importante gêne stérique par les atomes de chlore. Nous avons donc testé 
plusieurs conditions expérimentales différentes (Tableau 1-1). 
Dans un premier temps, nous avons augmenté le temps de réaction, mais même 
au bout de 3 jours, nous n’avons détecté aucune trace d’avancement de la réaction par 
chromatographie sur couche mince. Nous avons ensuite tenté une autre stratégie.  
Dans cette réaction, la triéthylamine est présente en quantité inférieure à celle du 
réactif limitant (1,3-dichloro-2(2-chloro-2-nitrovinyl)benzène) parce qu’elle ne sert qu’à 




quantité de triéthylamine en espérant forcer le démarrage de la réaction, mais sans 
succès. L’augmentation de la température de réaction, afin de diminuer les gênes 
stériques, n’a malheureusement résulté qu’en une dégradation des réactifs. Enfin, la 
réaction sur l’aldéhyde salicylique n’a pas non plus fonctionné. Nous n’avons donc pas 
poussé plus loin la synthèse de dérivés ortho/ortho di-chlorés sur le cycle B (R1 = R2 = 
Cl) et nous sommes concentrés uniquement sur les dérivés mono-substitués ou les di-
fluorés ortho/ortho sur le cycle B (Figure 1-4). 
 



















1 jour 1,0eq 
2 jours 1,5eq 
3 jours 2,0eq 








Tableau 1-1. Conditions expérimentales testées pour la réaction de Michael sur le 1,3-dichloro-
2(2-chloro-2-nitrovinyl)benzène.  
Eq : équivalents molaires par rapport à la quantité molaire de 1,3-dichloro-2(2-chloro-2-nitrovinyl)benzène. 
T.A. : température ambiante. 
 
Dans un premier temps, nous avons augmenté le temps de réaction, mais même 
au bout de 3 jours, nous n’avons détecté aucune trace d’avancement de la réaction par 
chromatographie sur couche mince. Nous avons ensuite tenté une autre stratégie.  
Dans cette réaction, la triéthylamine est présente en quantité inférieure à celle du 
réactif limitant (1,3-dichloro-2(2-chloro-2-nitrovinyl)benzène) parce qu’elle ne sert qu’à 
démarrer la réaction. Nous avons donc augmenté chaque jour pendant 3 jours la 
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quantité de triéthylamine en espérant forcer le démarrage de la réaction, mais sans 
succès. L’augmentation de la température de réaction, afin de diminuer les gênes 
stériques, n’a malheureusement résulté qu’en une dégradation des réactifs. Enfin, la 
réaction sur l’aldéhyde salicylique n’a pas non plus fonctionné. Nous n’avons donc pas 
poussé plus loin la synthèse de dérivés ortho/ortho di-chlorés sur le cycle B (R1 = R2 = 
Cl) et nous sommes concentrés uniquement sur les dérivés mono-substitués ou les di-
fluorés ortho/ortho sur le cycle B (Figure 1-4). 
Une fois la réaction de Michaël réalisée, la dernière étape d’oxydation n’a pas 
posé de problème au niveau de l’avancement de la réaction mais lors de la purification 
finale du produit. En effet, la polarité de la 3-chloro-3-nitroflavanone finale est très peu 
différente de son précurseur alcool, il est donc très difficile de les séparer, ce qui fait 
chuter le rendement final. A l’issu de ce travail, nous avons pu synthétiser 7 nouvelles 3-
chloro-3-nitroflavanones dont nous avons déterminé la capacité à inhiber la méthylation 
de l’ADN (Figure 1-4). 
 
1.3.2. Etude des relations structures-activités (SAR) 
Dans un premier temps, nous avons testé les nouveaux composés et les molécules 
servant de base à notre étude de SAR sur le test Fluo-Met contre le complexe murin 
Dnmt3A/3L (Figure 1-4). Il est important de remarquer que les différences sont faibles, 
les inhibiteurs ayant déjà été optimisés, ce qui rend difficile l’étude de la SAR. 
La substitution du cycle B par deux fluors (R1 = R2 = F) sur une molécule nitrée 
(R3 = NO2) conduit à la formation de 378313 (IC50 = 1,7µM ± 0,3µM, moyenne sur au 
moins 2 manipulations différentes ± l’écart-type) dont l’activité est comparable à celle 
du 72 (IC50 = 1,6µM ± 0,1µM), la molécule de référence. Cependant, la substitution du 
cycle B par un chlore (378312, R1 = Cl, R2 = H, IC50 = 1,2µM ± 0,1µM), augmente l’IC50 
par rapport au 72 (p<0,05). 
De manière générale, la substitution sur le cycle A (R3) des molécules substituées 
par deux fluors (R1 = R2 = F) ne modifie quasiment pas la puissance du composé voire la 
diminue. En effet, la seule différence significative observée est entre le 63 (IC50 = 1,1µM 






Figure 1-4. Structures des 3-chloro-3-nitroflavanones testées. 
En noir, les composés décrits par Ceccaldi et al. (Ceccaldi et al. 2011). En bleu, les composés nouvellement 
synthétisés. La moyenne des IC50 contre Dnmt3A/3L obtenus sur au moins 2 expériences indépendantes +/- 
l’écart-type sont représentés entre parenthèses. 
 
Enfin, la substitution du cycle A (R3) sur une molécule chlorée (R1 = Cl, R2 = H) 
conduit à des composés de puissance égale (378312, R3 = NO2, IC50 = 1,2µM ± 0,1µM et 
200701, R3 = Cl, IC50 = 1,1µM ± 0,1µM) à celle de la molécule de référence 64 (IC50 = 
1,4µM ± 0,4µM). Par contre, la substitution en R3 par un atome de fluor (378309), dont 
le rayon atomique est plus faible que ceux du nitro et du chlore, provoque une 
diminution de l’activité (IC50 = 3,0µM ± 0,9µM). Au contraire, la substitution par un 
atome de rayon atomique plus grand, comme le brome (378339), augmente l’activité 
contre Dnmt3A/3L (IC50 = 0,8µM ± 0,2µM), ce qui en fait le composé le plus actif de la 
série. 
Les composés synthétisés étant des mélanges racémiques, nous avons ensuite 
séparé les énantiomères des 2 molécules les plus puissantes contre Dnmt3A/3L : le 63 
et le 378339. Etant donné que le 69 (IC50 = 2,6µM ± 0,7µM) était le composé de 
référence dans l’article de Ceccaldi et al. (Ceccaldi et al. 2011), nous avons également 
décidé de séparer ses énantiomères. 
 
1.3.3. Activité des énantiomères purs et essais de stabilisation des 
molécules 
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Les énantiomères des 63, 378339 et 69 ont été séparés sur colonne chirale, 
cristallisés afin de déterminer leur stéréochimie, puis testés sur Dnmt3A/3L en Fluo-Met 
(Figure 1-5).  
 
 
Figure 1-5. Structures et activités des énantiomères des 63, 378339 et 69 contre la Dnmt3A/3L. 
A. Structures des énantiomères des 63, 378339 et 69. B. Structures cristallines reconstituées à partir de 
l’analyse par rayons X des énantiomères précisés (seules les molécules donnant des cristaux analysables sont 
représentées). Les atomes de Cl sont représentés en vert, O en rouge, F en jaune, H en gris clair et les autres 
atomes en gris foncé. C. Les moyennes d’au moins 2 expériences indépendantes sont représentées en 
histogrammes et les barres d’erreur représentent l’écart-type. * p<0,05. Les manipulations sur les 378339 
(2R, 3S) et 378339 (2S, 3R) ont été réalisées une seule fois. 
 
Au vu des hautes IC50 obtenues et des faibles quantités de Dnmt3A et Dnmt3L 




378339 (2S, 3R). Les seules différences significatives que nous avons constatées ont été 
entre le 63, le 63 (2R, 3S) et le 63 (2S, 3R) et entre le 69 et le 69 (2S, 3R).  
Dans le cas du 63 et du 378339, les énantiomères sont chacun moins puissant 
que le mélange racémique. Il y aurait donc une synergie entre les deux énantiomères des 
molécules. A l’opposé, si le 69 (2R, 3S) possède un IC50 comparable au 69 sur 
Dnmt3A/3L en Fluo-Met, le 69 (2S, 3R) a été mesuré presque deux fois plus puissant 
que le racémique avec une IC50 de 1,5µM ± 0,5µM contre 2,6µM ± 0,7µM pour le 69 
(Figure 1-5.C.). 
Nous avons également vérifié la sélectivité des composés vis-à-vis de G9A, une 
histone méthyltransférase. Le 378339 n’est pas sélectif, avec une IC50 contre G9A de 
0,5µM ± 0,1µM. Par contre les composés 63 et 69, ainsi que leurs énantiomères 
possèdent une préférence pour les DNMT, avec des IC50 contre G9A supérieure à 50µM. 
Le 69 possédant un différentiel intéressant entre ses énantiomères et le mélange 
racémique ainsi qu’une préférence pour les DNMT par rapport aux histones 
méthyltransférases, nous avons décidé de nous intéresser d’avantage à ce composé, et 
plus particulièrement à son énantiomère le plus actif : le 69 (2S, 3R). 
En réalisant nos vérifications de pureté sur colonne HPLC, nous nous sommes 
aperçus que le 69 (2S, 3R) était instable dans le tampon de méthylation du test Fluo-
Met (45% de produit restant après 2h d’incubation à T.A. dans le tampon de méthylation 
utilisé en Fluo-Met, en partant d’une concentration initiale 100µM). Il est important de 
noter que le test de méthylation est réalisé pendant 1h, ainsi, dans ces conditions, nos 
résultats précédents ne sont pas invalidés. Néanmoins, avant d’étudier l’inhibiteur dans 
des tests cellulaires, nous avons tenté deux approches afin de stabiliser la molécule tout 
en essayant de maintenir son activité contre Dnmt3A/3L. 
L’instabilité chimique du 69 (2S, 3R) vient probablement de la β-élimination 
pouvant avoir lieu en position 2, et conduisant à une 3-nitroflavone inactive à 50µM 
contre Dnmt3A/3L en Fluo-Met. Nous avons donc d’abord tenté de bloquer la position 2 
en ajoutant un groupement méthyle à la place du proton en C2. Pour cela, nous avons 
voulu préparer le précurseur chloro-nitrovinylbenzène méthylé et avons essayé 
plusieurs conditions expérimentales, étant donné que dans les conditions 
précédemment décrites, la réaction de condensation n’a pas eu lieu (Figure 1-6). 
La réaction de condensation du bromonitrométhane dégageant de l’eau, nous 
avons tenté de déplacer l’équilibre vers la formation du produit par l’ajout de tamis 
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moléculaires absorbant l’eau, sans succès. Nous avons ensuite émis l’hypothèse que 
l’absence d’avancement de la réaction pourrait être due à une dégradation partielle de la 
2-nitroacétophénone. Nous avons donc changé de solvant et utilisé du toluène, 
possédant une température d’ébullition de 110°C plus faible que celle du xylène 
(environ 140°C), sans succès. Devant l’impossibilité de réaliser cette réaction, nous 
avons tenté une autre approche pour la stabilisation de la molécule. 
 
 
Figure 1-6. Condensation du bromonitrométhane sur la 2-nitroacétophénone. 
A. Schéma de condensation du bromonitrométhane sur la 2-nitroacétophénone. B. Conditions expérimentales 
testées pour cette réaction. 
 
En effet, nous pensons que la β-élimination conduisant à un produit inactif, est 
favorisée par le déplacement d’électrons induits par la présence du NO2 en ortho du 
cycle B. Il est donc probable que la perturbation par un groupement électro-attracteur 
en méta sur le cycle B (position 3’ ou 5’) puisse empêcher cette réaction et stabiliser 




Dans un premier temps, pour valider cette hypothèse de travail, le Dr D. 
Dauzonne nous a fourni les composés 54, 123b et 124 (Tableau 1-2). Le 54 possède une 
structure proche de celle du 69 avec un NO2 en position ortho du cycle B et un 
groupement allyle en position 8 du cycle A. Dans notre test enzymatique, il s’approche 
du 69. Les 123b et 124 correspondent au composé 54 substituté sur le cycle B 
respectivement en 3’ et en 5’ par un groupement électro-attracteur méthoxy, ce qui nous 
permet de tester notre hypothèse. 
 
Molécules 
% de produit 
restant 




45% 72 ± 2 53 ± 11 
 
71% 68 ± 1 46 ± 4 
 
82% 72 ± 1 61 ± 6 
 
N.D. 59 ± 3 27 ± 6 
Tableau 1-2. Stabilité et activité des dérivés 54, 123b et 124 sur la DNMT3A-C. 
Les pourcentages de produits restants sont déterminés par HPLC après 2h d’incubation à T.A. dans le tampon 
de méthylation. N.D. = non déterminé. L’activité des molécules a été déterminée en Fluo-Met sur DNMT3A-C. 
Les moyennes des pourcentages d’inhibition sur 2 expériences indépendantes sont reportées ± l’écart-type. 
 
Etant donné que les tests effectués sur le 54, 123b et le 124 ne font pas partie 
intégrante de la SAR et ne servent qu’à vérifier une hypothèse, nous avons réalisé les 
tests Fluo-Met sur les 54, 123b, 124 et 69 (en tant que contrôle) sur la partie 
catalytique de la DNMT3A humaine (DNMT3A-C) et non pas sur le complexe murin 
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Dnmt3A/3L. La partie catalytique de la DNMT3A étant très conservée entre espèce, la 
partie catalytique de la Dnmt3A murine et de la DNMT3A humaine sont très similaire. 
Ainsi, si les valeurs d’IC50 sont plus importantes sur DNMT3A-C que sur le complexe 
Dnmt3A/3L, l’ordre pharmacologique reste le même et il reste possible de comparer les 
composés 54, 123b et 124 entre eux. 
Nous avons donc d’abord vérifié que la substitution par un méthoxy ne faisait pas 
perdre toute activité inhibitrice de DNMT (Tableau 1-2). Ainsi, nous avons pu 
déterminer que le 54 inhibait la DNMT3A-C à 46% ± 4% à 10µM. On peut également 
remarquer que la substitution en position 5’ induit une diminution de l’activité, le 
composé 124 n’inhibant la DNMT3A-C qu’à 27% ± 6% à 10µM. A l’opposé, une 
augmentation de l’activité inhibitrice a été observée contre DNMT3A-C lorsque la 
substitution est réalisée en position 3’ comme c’est le cas sur le 123b (61% d’inhibition 
± 6% à 10µM). 
Le 123b étant le dérivé le plus actif entre les 3 dérivés allyles, nous avons voulu 
comparer sa stabilité à celle du 54. Alors qu’au bout de 2h d’incubation dans le tampon 
de méthylation à température ambiante, il restait 71% de 54 détectable par HPLC, le 
123b est plus stable avec 82% de produit restant dans les mêmes conditions. 
Ainsi, nous avons pu déterminer que le composé 123b, en plus d’être aussi actif 
que le 69 (2S, 3R) contre DNMT3A-C, est plus stable que ce dernier dans le tampon de 
méthylation du test Fluo-Met. En substituant la position 3’ du cycle B par un méthoxy, 
nous avons donc réussi à stabiliser un dérivé nitré en ortho sans perdre d’activité in 
vitro. C’est pourquoi nous avons appliqué cette stratégie sur le composé 69. 
Le Dr D. Dauzonne a donc synthétisé le composé DD880, dérivé du 69 substituté 
en 3’ sur le cycle B par un groupement méthoxy, ainsi que le dérivé DD885 possédant un 
chlore à la place du méthoxy (Tableau 1-3). 
Le DD885 étant moins actif que le DD880 sur le complexe Dnmt3A/3L 
(respectivement 56% d’inhibition ± 2% et 91% ± 2% à 1,8µM), nous avons étudié la 
stabilité du DD880 par HPLC. La substitution par un méthoxy sur le DD880 a donc 
réussi à stabiliser la molécule (79% de produit restant après 2h d’incubation dans le 
tampon de méthylation) et à augmenter l’activité sur le complexe murin Dnmt3A/3L. 
Avec une IC50 sur Dnmt3A/3L en Fluo-Met de 0,7µM ± 0,2µM, le DD880 est l’une des 




Nous avons tenté de séparer sur colonne chirale les deux énantiomères du 
DD880 dans les mêmes conditions que pour le 69, mais cela s’est avéré impossible. 






Pourcentage d’inhibition du complexe Dnmt3A/3L 
10µM 1,8µM 
 
45% 92 ± 9 51 ± 6 
 
79% 82 ± 13 91 ± 2 
 
N.D. 99* 56* 
Tableau 1-3. Stabilité et activité des dérivés 69 (2S, 3R), DD880 et DD885 contre Dnmt3A/3L. 
Les pourcentages de produits restants sont déterminés par HPLC après 2h d’incubation à T.A. dans le tampon 
de méthylation. N.D. = non déterminé. L’activité inhibitrice des molécules contre le complexe murin 
Dnmt3A/3L a été déterminée en Fluo-Met. Les moyennes des pourcentages d’inhibition sur 2 expériences 
indépendantes sont reportées ± l’écart-type. *une expérience seulement. 
 
1.3.4. Induction de la ré-expression d’un gène rapporteur 
Afin de caractériser l’action cellulaire de nos composés, nous avons évalué leur 
capacité à réactiver un système rapporteur épigénétique intégré de façon stable dans la 
lignée leucémique humaine KG-1. Ce système rapporteur consiste en un promoteur CMV 
contrôlant l’expression du gène de la luciférase (Figure 1-7). 
Le promoteur CMV étant méthylé, il empêche l’expression de la luciférase. Par 
contre, le traitement par un inhibiteur de la méthylation de l’ADN permet de déméthyler 
le promoteur CMV et d’induire l’expression de la luciférase, qui peut être quantifiée par 
détection de la luminescence. 
 




Figure 1-7. Système rapporteur CMV-Luc dans les cellules KG-1. 
Les étoiles oranges représentent des inhibiteurs de la méthylation de l’ADN. Les cercles rouges représentent 
un CpG méthylé et les cercles vides un CpG non méthylé. L’ADN est représenté par une ligne noire. La flèche 
barrée représente la répression de la luciférase contrôlée par le promoteur CMV méthylé et la flèche non 
barrée l’expression de la luciférase contrôlée par le promoteur CMV déméthylé. 
 
Nous avons donc traité des cellules KG-1 ayant intégrées stablement cette 
construction avec les 3-chloro-3-nitroflavanones les plus intéressantes (378339, 63, 69, 
69 (2S, 3R) ainsi que le DD880) (Figure 1-8). Ne disposant que récemment du DD880, 
nous n’avons que des résultats préliminaires pour ce dernier.  
 
 
Figure 1-8. Ré-expression de la luciférase par les 3-chloro-3-nitroflavanones. 
Les barres d’erreur représentent l’écart-type sur au moins 2 manipulations indépendantes. Les histogrammes 
représentent les moyennes des facteurs d’induction de la luciférase normalisés sur le signal obtenu avec des 
cellules traitées par du DMSO 0,1% (au moins 2 manipulations indépendantes). Les points reliés par des 
pointillés représentent le pourcentage d’inhibition de la prolifération cellulaire (moyenne sur au moins 2 
manipulations indépendantes). 
 
Le contrôle positif d’inhibition de la méthylation que nous avons utilisé est la 5-




leucémies aigües myéloïdes et des syndromes myélodysplasiques (cf. Introduction – 
Chapitre 3, 3.3.1. p.36-40). Afin de discriminer les molécules induisant une ré-
expression de la luciférase, nous avons choisi un seuil de facteur d’induction (FI) de 2,0 
en-dessous duquel l’effet sur le système rapporteur est négligeable. 
Aux 3 concentrations testées, le 378339 n’induit pas de ré-expression de la 
luciférase (FI = 1,4 ± 0,1 pour 10µM, 1,0 ±0,1 pour 3,2µM et 1µM). Les ré-expressions de 
la luciférase induites par le 63 et le 69 sont comparables (FI = 3,9 ± 0,1 pour 10µM de 
63 et 4,1 ± 0,6 pour 10µM de 69). 
Les facteurs d’induction du 69 (2S, 3R) (FI = 3,4 ± 0,3 à 10µM et 2,2 ± 0,5 à 
3,2µM)  sont équivalents à ceux du racémique 69 (FI = 4,1 ± 0,6 à 10µM et 1,8 ± 0,5 à 
3,2µM). Cependant, la cytotoxicité du 69 (2S, 3R) (68% ± 3% à 10µM, moyenne de la 
prolifération cellulaire sur au moins 2 manipulations indépendantes ± l’écart-type) est 
plus forte que celle du 69 (39% ± 7% d’inhibition de la prolifération cellulaire à 10µM). 
Etant donné que la prolifération cellulaire est freinée par le traitement par le 69 (2S, 
3R), le facteur d’induction pourrait être sous-estimé. Le 69 (2S, 3R) reste donc le 
produit le plus actif de la série des 3-chloro-3-nitroflavanones au niveau cellulaire. 
Néanmoins, les facteurs d’induction de la luciférase induite par les 3-chloro-3-
nitroflavanones sont plus faibles que ceux induits par la DAC, qui a un mécanisme 
d’action différent puisqu’elle s’intègre dans l’ADN et induit la formation d’un complexe 
covalent avec la DNMT.  
Enfin, nous avons déterminé l’effet du DD880 sur notre système rapporteur et les 
premiers résultats  sont très encourageants et, même si nous n’avons pas encore les 
données sur la cytotoxicité, le DD880 semble être plus actif que le 69 (2S, 3R). 
 
1.4. Discussion 
A partir d’un criblage réalisé précédemment dans notre équipe en Fluo-Met, la 
série des 3-chloro-3-nitroflavanones a été identifiée comme inhibant l’activité du 
complexe Dnmt3A/3L murin (Ceccaldi et al. 2011). Lors de cette étude, la SAR des 
dérivés identifiés a montré que la di-substitution en ortho/ortho du cycle B ainsi que la 
double substitution des cycles A et B par des groupes électro-attracteurs augmentaient 
l’activité des molécules. Nous avons donc réalisé une étude pour améliorer les 
propriétés biologiques de cette famille de molécules. 
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Au sein du laboratoire, le test précédemment mis au point en 96 puits (Ceccaldi et 
al. 2011) a été miniaturisé en 384 puits. Le système de lecture a également été changé, 
les plaques n’étant plus lues sur un scanner de fluorescence mais sur un luminomètre. 
Ainsi, nous avons pu observer que la miniaturisation du test avait augmenté l’IC50 du 69, 
précédemment identifié par Ceccaldi et al. comme le plus actif sur Dnmt3A/3L (IC50 = 
0,4µM ± 0,05µM en test non miniaturisé et IC50 = 2,6µM ± 0,7µM en test miniaturisé) 
(Ceccaldi et al. 2011). Ce changement d’IC50 pourrait être dû à une modification des 
conditions expérimentales lors de la miniaturisation du test, notamment le changement 
du ratio ADN/enzyme (au maximum 25pmol de duplexe adsorbé/200nM d’enzyme en 
test non miniaturisé contre au maximum 3pmol de duplexe adsorbé/100nM d’enzyme 
en test miniaturisé, les deux tests ayant lieu dans 50µL final). 
Les molécules synthétisées étant des mélanges racémiques, nous avons ensuite 
séparé les énantiomères du 378339, 63 et 69. Chacun des énantiomères du 378339 et 
du 63 se sont montrés aussi ou moins actifs que le racémique sur Dnmt3A/3L. De façon 
générale, les énantiomères (2R, 3S) sont moins actifs que les racémiques. A l’opposé, le 
69 (2S, 3R) (IC50 = 1,5µM ± 0,5µM) s’est montré plus puissant que le 69. On pourrait 
expliquer ce résultat en analysant le docking réalisé sur la partie catalytique de la 
Dnmt3A murine (Ceccaldi et al. 2011). Ce dernier montre que les énantiomères se 
positionnent différemment dans la poche catalytique. En effet, les (2R, 3S) se situeraient 
dans la poche SAM tandis que les (2S, 3R) se positionneraient plus près de la poche SAM. 
Etant donné que le test Fluo-Met a lieu en présence de 20µM de SAM, cela pourrait 
expliquer que les énantiomères (2R, 3S) soient moins actifs que les énantiomères (2S, 
3R). 
Avant de tester nos molécules dans des modèles cellulaires, nous avons testé la 
stabilité des dérivés flavanones dans le tampon de méthylation. Nous avons alors établi 
que le 69 (2S, 3R) était instable dans le tampon de méthylation utilisé dans le test 
enzymatique (45% de 69 (2S, 3R) restant après 2h d’incubation à T.A., par analyse 
HPLC). Afin de stabiliser la molécule, nous avons tout d’abord tenté de remplacer le 
proton labile en position 2 par un groupement méthyle, sans succès. Par contre, la 
conception du dérivé DD880, substitué en position méta sur le cycle B , nous a permis 
d’obtenir un dérivé plus stable que le 69 (2S, 3R) (79% de DD880 restant après 2h 
d’incubation dans le tampon de méthylation à T.A.) et d’en augmenter l’activité 




Nous avons ensuite déterminé les capacités de nos dérivés à réactiver un système 
rapporteur épigénétique dans la lignée leucémique humaine KG-1. Dans ce système, un 
promoteur CMV contrôle l’expression de la luciférase (Luc). Ce promoteur étant 
méthylé, l’expression de la Luc est réprimé, mais lorsque les cellules sont traitées par un 
inhibiteur de la méthylation de l’ADN, la Luc est ré-exprimée. Le suivi de la luminescence 
permet donc de quantifier la déméthylation du promoteur CMV. 
Le 378339 n’induit pas de ré-expression de la Luc, cela peut s’expliquer par 
plusieurs raisons : soit la molécule ne rentre pas dans les cellules, soit le 378339 n’est 
pas sélectif des DNMT et touche donc d’autres cibles que la méthylation de l’ADN, 
comme par exemple les méthyltransférases d’histones (IC50 = 0,5µM ± 0,1µM contre 
G9A). Le 63 et le 69 induisent une ré-expression de la Luc (respectivement des FI de 3,9 
± 0,1 et 4,1 ± 0,6 à 10µM), démontrant ainsi que ces molécules sont capables de pénétrer 
les cellules et de réactiver ce gène rapporteur. Contrairement aux études in vitro, le 69 
(2S, 3R) (FI = 3,4 ± 0,3) ne provoque pas une augmentation de la luminescence plus 
grande que celle du 69. Cependant, en comparant la cytotoxicité du 69 (2S, 3R) (68% ± 
3% d’inhibition de la prolifération cellulaire à 10µM) à celle du racémique 69 (39% ± 
7% à 10µM), il paraît probable que la cytotoxicité du 69 (2S, 3R) masque la réactivation 
de la Luc, faisant de lui le composé le plus actif de la série des 3-chloro-3-
nitroflavanones. Les résultats préliminaires du DD880 montrent des FI encourageants 
sur le système CMV-Luc. Ne disposant que récemment de ce composé, les études de 
méthylation de l’ADN sur KG-1 n’ont pas encore été réalisées avec le DD880. 
Nous avons donc décidé d’analyser l’effet d’un traitement de 69 (2S, 3R) sur la 
méthylation du promoteur CMV dans notre système rapporteur ainsi que sur plusieurs 





Chapitre 2 – Etude de la 
méthylation de l’ADN au niveau 
des promoteurs de TSG 
 
2.1. Introduction 
Afin d’étudier l’état de méthylation de l’ADN au niveau des promoteurs de TSG, 
nous avons eu recours à plusieurs techniques différentes. L’enjeu étant de différencier 
une cytosine méthylée d’une cytosine non méthylée, toutes les techniques que nous 
avons utilisées ont en commun une étape de conversion par le bisulfite de sodium suivie 
d’une étape de désulfonation (Figure 1-9). 
 
 
Figure 1-9. Conversion d’une cytosine en uracile par le bisulfite de sodium. 
 
Cette réaction chimique consiste tout d’abord en la sulfonation en position 6 
d’une cytosine, formant ainsi un sulfonate de cytosine. Puis une désamination 
hydrolytique a lieu en présence d’eau, conduisant à un sulfonate d’uracile, lui-même 
convertit en uracile lors d’une étape de dé-sulfonation (Clark et al. 1994). Cette réaction 
chimique ne pouvant avoir lieu sur une cytosine méthylée en position 5, elle permet 
donc de différencier facilement les cytosines non méthylées (transformées en uracile) 
des cytosines méthylées (intactes). Souvent, cette conversion est suivie d’une étape de 




correspondant à une cytosine non méthylée, soit une cytosine à la place d’une cytosine 
méthylée. 
De nombreuses techniques d’analyse de la méthylation de l’ADN sont basées sur 
cette réaction, permettant l’analyse d’un CpG à des dizaines de CpGs, voire jusqu’à 
l’établissement d’un méthylome sur le genome entier (Laird 2010). Nous allons nous 
intéresser à quelques-unes de ces méthodes que nous avons pu mettre en place au 
laboratoire ou lors de collaborations externes (Figure 1-10, Tableau 1-4). 
 
 
Figure 1-10. Techniques d’analyses de la méthylation de l’ADN basées sur la conversion au bisulfite. 
Les cercles rouges représentent les groupements méthyles, les cercles vides représentent l’absence de méthyle. Après 
la conversion au bisulfite de sodium, la cytosine correspondant à la cytosine méthylée est représentée en 
rouge, tandis que les uraciles correspondant aux cytosines initialement non méthylées sont représentées en 
vert. Les pointillés bleus représentent une amplification par PCR, la croix rouge représente un non-
appariement. MSP signifie PCR méthyle-spécifique, BCS Bisulfite clonage séquençage, MS-HRM fusion à haute 
résolution sensible à la méthylation, COBRA COmbined Bisulfite Restriction Analysis. L’enzyme de restriction 
du COBRA est représenté en orange, les pointillés rouges représentent le site de coupure. La technique 
Infinium II des puces Illumina a été représenté. Le cercle orange et le cercle violet représentent des 
marquages différents tandis que les cercles bleus représentent des billes sur lesquelles sont immobilisés les 
oligonucléotides pour le séquençage sur puces. 
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Afin d’établir le profil de méthylation du génome entier, l’ADN bisulfité peut être 
analysé sur des puces ADN comme par exemple les puces Illumina Infinium II (Bibikova 
et al. 2011). Ces puces sont constituées d’oligonucléotides simple brin de 50nt, 
immobilisés en 5’ et possédant en 3’ une séquence complémentaire du site en amont du 
CpG analysé. Une extension d’une base permet ensuite d’ajouter une base A 
(complémentaire de U pour un site non méthylé) ou une base G (complémentaire de C 
pour un site méthylé) marquées différemment, puis reconnues par deux fluorophores 
différents. Cette technique permet d’étudier l’ensemble du méthylome avec en moyenne 
17 CpGs par gène, répartis sur chaque promoteur et corps du gène. 
Le bisulfite clonage séquençage (BCS) est une technique qui permet d’avoir une 
grande finesse d’analyse tout en analysant des amplicons pouvant aller jusqu’à 500-
700bp, contenant plusieurs dizaines de CpG (Clark et al. 1994). Après la conversion au 
bisulfite, l’ADN est amplifié par PCR, pour être ensuite cloné. Chaque clone représente 
donc un brin d’ADN amplifié par PCR. Le séquençage permet ensuite, par comparaison 
avec la séquence amplifiée théorique, d’identifier quelles cytosines ont été transformées 
en thymine, et quelles cytosines étaient méthylées. Cette technique permet d’étudier la 
méthylation de l’ADN, clone par clone (donc brin d’ADN par brin d’ADN) et CpG par CpG. 
Le pyroséquençage permet, d’analyser un ADN amplifié de taille généralement 
inférieure à 300bp (Tost et al. 2003). Cette technique diffère du séquençage de Sanger 
classique, puisque les nucléotides ne sont pas ajoutés tous en même temps mais un par 
un. Si le nucléotide ajouté est incorporé par la polymérase d’ADN, alors il y a libération 
de pyrophosphate, qui est réduit en ATP pour être consommé par la luciférase, ce qui 
provoque donc une émission de lumière pouvant être quantifiée. Le pyroséquençage 
analyse donc la méthylation moyenne des cellules sur des CpGs donnés. 
La technique de fusion à haute résolution sensible à la méthylation (Methyl-
sensitive High Resolution Melting ou MS-HRM) peut analyser des amplicons plus petits, 
d’environ 100bp (Wojdacz and Dobrovic 2007). Après la PCR, l’amplicon est placé en 
présence d’un intercalant qui ne peut se lier qu’à l’ADN double brin. L’échantillon est 
ensuite lentement chauffé jusqu’à la fusion totale de l’ADN et la décroissance de la 
fluorescence est suivie en temps réel. Les amplicons peu méthylés possédant une 
séquence riche en A-T, ils auront une courbe de fusion décalée vers les faibles 
températures. Ainsi, grâce à cette technique, il est possible d’évaluer la méthylation 
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La technique d’analyse par restriction combinée au bisulfite (COmbined Bisulfite 
Restriction Analysis ou COBRA) permet de différencier les thymines des cytosines après 
conversion au bisulfite et PCR grâce à une enzyme de restriction (Xiong and Laird 1997 ; 
Brena et al. 2006). En effet, l’utilisation d’une enzyme de restriction dont le site de 
reconnaissance contient un site CpG différencie les deux nucléotides en coupant ou non 
l’ADN. Il est donc possible d’évaluer la méthylation moyenne des cellules sur quelques 
CpG précis. 
Enfin, la PCR méthyle-spécifique (MSP) a lieu immédiatement après la conversion 
au bisulfite (Herman et al. 1996 ; Ku et al. 2011). Il s’agit en fait de comparer 
l’amplification obtenue avec des amorces possédant un site CpG dans leur séquence : 
soit l’amorce contient un TpG (amorces nommées U pour Unmethylated) pour 
correspondre à un CpG non méthylé, soit l’amorce contient un CpG (amorces nommées 
M pour Methylated), ce qui correspond à un CpG méthylé. Tout comme le COBRA, la MSP 
nous permet d’analyser la méthylation moyenne des cellules sur quelques CpG précis. 
Chacune de ces méthodes possède ses avantages et ses inconvénients (Tableau 1-
4). Notons qu’un biais commun à nombre de ces techniques est l’étape de PCR où 
l’amplification peut ne pas avoir la même efficacité selon l’état de méthylation et la 
séquence d’ADN amplifiée, de même le clonage peut lui aussi favoriser la sélection de 
certains brins d’ADN, perturbant ainsi la représentativité de la technique de BCS 
(Warnecke et al. 1997 ; Warnecke et al. 2002). Cependant, ces biais sont 
particulièrement importants lors de la détermination de l’état de méthylation absolu de 
gènes. Dans notre cas, nous mesurons essentiellement une déméthylation relative à un 
contrôle, nous allons donc négliger ces biais. 
Au contraire des puces Illumina, très onéreuses et au débit d’analyse très faible, 
les techniques de MSP, COBRA, MS-HRM et de pyroséquençage n’analysent que quelques 
CpG sur une zone très restreinte du gène analysé. De plus, ces techniques ne fournissent 
une information que sur la moyenne des molécules d’ADN. Ainsi, si un traitement induit 
une déméthylation uniquement sur une sous-population cellulaire, la déméthylation 
mesurée sera sous-estimée par ces techniques. Dans un premier temps, il est donc 
essentiel d’établir un profil de méthylation de l’ADN plus large et plus détaillé afin de 
bien positionner ces analyses que nous optimiserons ensuite. C’est pour cela que nous 
avons dans un premier temps utilisé la technique de BCS afin de caractériser l’effet du 
69 (2S,3R) sur la méthylation du promoteur CMV dans notre système rapporteur. 
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Dans un second temps, nous avons voulu caractériser l’effet de la 3-chloro-3-
nitroflavanone sur la méthylation endogène de diverses lignées cancéreuses humaines 
de leucémies. Pour cela, un examen de la littérature et la caractérisation en BCS de 
plusieurs promoteurs de TSG nous a permis d’identifier des cibles de méthylation 
intéressantes à étudier, permettant de définir des marqueurs pour l’étude de l’effet du 
69 (2S, 3R) et du DD880. 
 
2.2. Matériels et méthodes 
2.2.1. Lignées cellulaires et traitements 
La lignée leucémique KG-1 (ATCC, USA) est incubée à 37°C, 5% CO2 et maintenue 
dans du milieu RPMI-1640 (Lonza, France) supplémenté de 2,1mM de L-Glutamine, de 
25mM de HEPES (Lonza, France) et de 20% de sérum de veau fœtal inactivé (Lonza, 
France). La lignée leucémique KG-1 transfectée stablement par le système rapporteur 
CMV-Luc est incubée à 37°C, 5% CO2 et maintenue dans du milieu RPMI-1640 
supplémenté de 2,1mM de L-Glutamine, de 25mM de HEPES, de 10% de sérum de veau 
fœtal inactivé et de 0,5mg/mL de généticine (Life Technologies, France). La lignée HL60 
(ATCC, USA) est incubée à 37°C, 5% CO2 et maintenue dans du milieu RPMI-1640 
supplémenté de 2,1mM de L-Glutamine, de 25mM de HEPES et de 10% de sérum de veau 
fœtal inactivé. 
Les cellules sont ensemencées à 0,3x106 cellules/mL dans 5mL du milieu 
correspondant en flacon de culture 25cm² (Corning, France), traitées 24h après 
ensemencement et récoltées après 24h ou 72h d’incubation avec les produits, selon 
précisions dans le texte. Pour la DAC, les cellules sont traitées tous les jours. 
Les traitements de la lignée KG-1/CMV-Luc ont été réalisés dans notre équipe par 
V. Poughon-Cassabois et Y. Aussaguès. 
 
2.2.2. Extraction d’ADN et conversion au bisulfite de sodium 
Après traitement, les cellules sont récoltées par centrifugation (4°C, 1200rpm, 
5min), lavées 2 fois au PBS et l’ADN génomique est extrait selon le protocole du kit 
DNeasy kit (Qiagen, France). 
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La conversion au bisulfite de sodium est réalisée selon le protocole du kit EZ DNA 
methylation Gold Kit (Proteigene, France), avec le programme thermique suivant : 98°C 
pendant 10min, 53°C pendant 30min, puis 8 cycles de 53°C pendant 6 min - 37°C 
pendant 30min.  
 
2.2.3. Oligonucléotides et PCR sur ADN bisulfité 
Les oligonucléotides (Eurogentec, Belgique) utilisés pour réaliser les différentes 
PCR sur ADN génomique bisulfité sont rassemblés dans le tableau 1-5. 
Pour la PCR, 2,5µL d’ADN bisulfité est incubé avec 1U de polymérase d’ADN Taq 
Platinum® (Life Technologies, France) dans le tampon fourni additionné de 0,2mM de 
dNTP (Life Technologies, France), 1,5mM de MgCl2 (Life Technologies, France, 2,5mM 
pour CASP7) et 0,2µM d’oligonucléotides sens et anti-sens pour un volume final de 50µL. 
La réaction est incubée dans un thermocycleur (Bio-Rad, France) selon le programme 
suivant : 95°C pendant 2min, 36 cycles de 95°C pendant 30s – 55°C pendant 30s (50°C 









EXT1 GGG-TTA-TGA-ATG-GGY-GTA-GC CTC-ACA-AAT-CCC-TAC-ATC-TCT-C -149/+236 
DAPK1 GAA-TGT-AGG-TTT-TYG-GAA-GGT-AG RAA-ACA-ACC-TCT-CRA-CTC-CTT-AC -419/+30 
CDH1 TTT-AGT-AAT-TTT-AGG-TTA-GAG-GGT-TAT AAA-TAC-CTA-CAA-CAA-CAA-CAA-CAA-C -187/+177 
TP73 TGG-TGG-GTT-TAA-TTA-TGG-AGT CCA-TCT-CCC-TTA-ATT-CTA-TCA-AC -160/+33 
CDKN2B TGA-GAT-GGT-AGA-ATA-AAA-ATT-ATT-AAA-AA AAA-CAA-AAA-CAT-ACC-CAA-TAA-AAA-C +370/+748 
CASP7 GGG-AAA-TTG-TAA-ATT-TTG-TTG-TG AAC-AAA-AAT-CTA-AAA-CCC-CTT-TAA-C -29/+255 
Tableau 1-5. Oligonucléotides utilisés pour la PCR sur ADN génomique bisulfité. 
Y : C ou T. R : G ou A. 
 
2.2.4. Clonage, séquençage et analyse des données 
Le produit de PCR est ensuite ligué dans un plasmide grâce à une ligation à bout 
franc selon le kit StrataClone Blunt PCR cloning kit (Agilent, France). La transformation 
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est réalisée dans des E. coli compétentes (StrataClone Solo pack, Agilent, France) par un 
choc thermique à 42°C pendant 45s, puis 2min dans la glace. L’expression phénotypique 
est réalisée par 1h d’incubation à 37°C, sous agitation, dans 250µL de S.O.C. (Life 
Technologies, France). Les bactéries ainsi transformées sont étalées sur des boîtes 
contenant un gel d’agar Ampicilline/XGal (Fast-Media Amp XGal Agar, Invivogen, 
France), puis incubées sur la nuit à 37°C. 
Les colonies ne digérant pas le XGal (blanches) sont prélevées et mises en 
solution dans 30µL d’eau. Une PCR d’amplification est ensuite réalisée sur 1µL de cette 
suspension bactérienne, avec 0,625U de polymérase d’ADN AmpliTaq® Gold (Life 
Technologies, France) dans le tampon fourni additionné de 2,5mM de MgCl2, 0,2mM de 
dNTP, 0,32µM d’oligonucléotides M13 sens (GTAAAACGACGGCCAG) et anti-sens 
(CAGGAAACAGCTATGAC) pour un volume final de 20µL. La réaction est incubée dans un 
thermocycleur selon le programme suivant : 95°C pendant 10min, puis 35 cycles de 95°C 
pendant 45s – 55°C pendant 45s – 72°C pendant 1min, suivis de 72°C pendant 10min. 
Un aliquot de 8µL du produit de PCR est ensuite purifié sur P100 (Bio-Gel® P-
100, Bio-Rad, France) avant de subir une réaction de séquence. Pour la réaction de 
séquence, 4µL de produit purifié est incubé en présence de 0,3µM d’oligonucléotide M13 
sens et 1X de BigDye terminator v3.1 (BigDye® Terminator v3.1 cycle sequencing kit, 
Life Technologies, France) dans le tampon fourni pour un volume final de 11µL. La 
réaction est incubée dans un thermocycleur selon le programme suivant : 96°C pendant 
1min, 25 cycles de 96°C pendant 10s – 50°C pendant 10s – 60°C pendant 4min. 
Les séquences sont alors purifiées sur Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich, France), 
5µL de formamide (Life Technologies, France) sont ajoutés et les séquences sont lues sur 
un séquenceur 3130XL Applied Biosystem (Life Technologies, France). 
Le résultat est ensuite analysé par le logiciel Bisulfite Sequencing Methylation 
Analysis (BISMA) disponible sur la plateforme d’analyse de la méthylation d’ADN 
Bisulfite Sequencing Data Presentation and Compilation (BDPC) (services.ibc.uni-
stuttgart.de/BDPC/index.php) en utilisant les critères proposés par défaut. 
L’homogénéité des variances de 2 mesures est vérifiée par test de Fischer. Dans le 
cas de mesures ayant des variances homogènes, le test statistique utilisé pour identifier 
des mesures significativement différentes est le test de Student avec un risque α = 0.05. 
Dans le cas où les variances ne sont pas homogènes, nous avons utilisé le test d’Aspin-
Welch avec un risque α = 0.05. 




2.3.1. Méthylation du promoteur CMV 
Dans le chapitre 1 (1.3.4. p.66-69), nous avons montré que le 69 (2S, 3R) 
induisait une réexpression de la Luc dans notre système rapporteur, après 24h 
d’incubation à 10µM. Nous avons donc étudié l’état de méthylation des îlots CpG du 
promoteur CMV par BCS afin de déterminer si cette réexpression est liée à la 
déméthylation de l’ADN (Figure 1-11).  
Pour des raisons techniques, nous avons scindé le promoteur en deux zones : la 
zone 108 du côté 5’ du promoteur CMV (25-471, 23 sites CpGs) et la zone 138 du côté 3’ 
(454-745, 18 sites CpGs).  
 
 
Figure 1-11. Méthylation du promoteur CMV après 24h d’incubation. 
A-D.Résultats du BCS, 1 clone par ligne, 1 site CpG par colonne. En bleu, un CpG non méthylé. En rouge, un 
CpG méthylé. En blanc, un CpG de statut indéterminé (problème de séquençage). 24h d’incubation avec 0,1% 
DMSO (A), 10µM 69 (2S, 3R) (B), 0,32µM DAC (C), une expérience représentative est montrée. D. Pourcentage 
de méthylation sur l’ensemble du promoteur CMV pour 24h de traitement du composé correspondant de 2 
manipulations indépendantes, n=1 et n=2. E. Pourcentage de méthylation sur l’ensemble du promoteur CMV 
pour 24h de traitement du composé correspondant. La moyenne sur 2 expériences indépendantes est 




Les résultats de BCS montrent que lors d’une manipulation (n=1), le 69 (2S, 3R) 
à 10µM provoque une baisse de la méthylation comparable à la DAC à 0,32µM avec 
respectivement 29% de CpG méthylés et 30,1%, alors que le taux de méthylation du 
DMSO 0,1% est de 38% (Figure 1-11.A-D.). Cependant, cette manipulation n’a pas pu 
être reproduite lors du second essai (n=2, Figure 1-11.D.). 
Ce manque de reproductibilité est certainement dû à la grande instabilité du 69 
(2S, 3R) (Partie I – Chapitre 1, 1.3.3. p.61-67). De plus, une grande variation est 
observée dans les taux de méthylation du contrôle DMSO 0,1% avec 38% pour le n=1 et 
54% pour le n=2 (Figure 1-11.D-E.), ce qui peut être expliqué par une grande différence 
de passage lors de la récolte des cellules (≈30 passages de différences). Il a en effet été 
constaté que la méthylation augmente avec l’âge des cellules. Ces données sont 
préliminaires et nous n’avons pas reproduit le BCS sur des traitements de 69 (2S, 3R) 
étant donné que le DD880 est beaucoup plus prometteur. 
Afin de préparer les études de méthylation endogène, nous avons ensuite choisi 
des promoteurs de TSG afin de pouvoir caractériser l’effet des 3-chloro-3-
nitroflavanones sur des lignées leucémiques humaines. 
 
2.3.2. Choix des cibles endogènes 
Etant donné que la DAC est indiquée dans les AML, nous avons réalisé les 
premières analyses sur HL60 et KG-1, deux lignées issues de patients atteints d’AML à 
un stade de différentiation différent. Afin de caractériser la déméthylation induite par 
les 3-chloro-3-nitroflavanones sur ces lignées, nous avons désignés des gènes cibles et 
mis au point le BCS sur ces promoteurs.  
Tout d’abord, nous avons sélectionné une liste de gènes potentiellement 
intéressants issus des données de la littérature (Tableaux 1-6 et 1-7). 
 
Gènes Techniques utilisées Références 
CDH1 MSP (Lakshmikuttyamma et al. 2010) 
p15 
(CDKN2B) 
MSP                                                                     
BCS                                                                                                                   
COBRA 
Autre 
(Chim et al. 2003 ; Gebhard et al. 2006a ; Gebhard 
et al. 2006b ; Berg et al. 2007 ; Yu et al. 2008) 
ESR1 Autre 
(Issa et al. 1996 ; Gebhard et al. 2006a ; Gebhard 
et al. 2006b) 





BCS                                                                  
Autre 
(Haehnel et al. 2002 ; Gebhard et al. 2006b) 
PRV1 
(CD177) 
Pyroséquençage (Jelinek et al. 2007) 
ICSBP1 Autre (Gebhard et al. 2006a) 

























Tableau 1-6. Gènes dont le promoteur est hyperméthylé dans les cellules KG-1. 
"Autre" représente une technique d’analyse de la méthylation qui n’a pas été discutée dans 
l’introduction de ce chapitre (Partie I – Chapitre 2, 2.1., p.72-77). 
Gènes Techniques utilisées Références 
EXT1 
BCS                                                         
MSP 
(Ropero et al. 2004) 
ID4 Autre (Yu et al. 2005) 
SPOCK2 
                                                  
Pyroséquençage                                                     
COBRA 
Autre 

















Pyroséquençage                                                      
COBRA 
(Boumber et al. 2007 ; Qin et al. 2007) 
SFRP1 





Tableau 1-7. Gènes dont le promoteur est hyperméthylé dans les cellules HL60. 
"Autre" représente une technique d’analyse de la méthylation qui n’a pas été discutée dans 
l’introduction de ce chapitre (Partie I – Chapitre 2, 2.1., p.72-77). 
SFRP5 
SOCS-1 MSP (Watanabe et al. 2004) 
Dermo1 
(TWIST2) 




(Shu et al. 2006) CTDSPL 
KCNK15 
DAPK1 





































Autre (Gebhard et al. 2006a) 
ICSBP1 
TOP2A  




MSP                                                                     
COBRA 
(Dou et al. 2007) 
MDR1 
BS                                                  
Autre 
(Desiderato et al. 1997) 
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Les promoteurs de ces gènes sont décrits comme fortement méthylés, 
déméthylables par la DAC et leur déméthylation est généralement corrélée à une 
réexpression au niveau de l’ARNm. Nous nous sommes ensuite centrés sur les TSG et 
avons sélectionné 6 gènes d’intérêt dont 3 pour KG-1 (CDH1, CDKN2B et TP73) et 3 pour 
HL60 (EXT1, DAPK1 et CASP7). 
Nous avons ensuite établi l’état de méthylation des promoteurs de ces gènes dans 
les lignées correspondantes. Nous nous sommes alors aperçus que les gènes étudiés sur 
HL60 étaient faiblement méthylés, avec des taux de méthylation ne dépassant pas les 
30% (27,9% pour EXT1, 8,7% pour DAPK1 et 0,6% pour CASP7, Figure 1-12). 
 
 
Figure 1-12. Méthylation de EXT1, 
DAPK1 et CASP7 sur HL60. 
A-C. Résultats du BCS, 1 clone par ligne, 
1 site CpG par colonne. En bleu, un CpG 
non méthylé. En rouge, un CpG méthylé. 
En blanc, un CpG de statut indéterminé 
(problème de séquençage). Analyse à 
72h des promoteurs des gènes EXT1 
(A.), DAPK1 (B.) et CASP7 (C.) sur des 
cellules KG-1 non traitées (NT). 
 
 
A l’opposé, les gènes étudiés sur KG-1 présentaient une forte méthylation basale 
allant jusqu’à plus de 98,9% de CpG méthylés pour TP73 (44,0% pour CDKN2B et 95,1% 
pour CDH1, Figure 1-13). Nous avons donc poursuivi notre étude uniquement sur KG-1. 
Nous avons ensuite caractérisé l’effet de 72h de traitement de DAC à 0,1µM. Les 
cellules ont été traitées toutes les 24h en raison de la forte instabilité de la DAC. Nous 
avons obtenu une déméthylation de 27,0% pour CDKN2B, 36,2% pour CDH1 et 26,1% 
pour TP73 (Figure 1-13). Notons que la déméthylation ne se fait pas sur l’ensemble des 




(Figure 1-13.C.). Cela peut être expliqué par le mécanisme d’action de la DAC qui 
s’incorpore à l’ADN pendant la phase S du cycle cellulaire. Etant donné la faible stabilité 
chimique de la DAC, toutes les cellules n’ont pas le temps de subir la phase S avant la 
dégradation de la molécule. Une autre hypothèse serait que certaines cellules possèdent 
une résistance à la DAC. 
 
 
Figure 1-13. Méthylation de CDKN2B, CDH1 et TP73 sur KG-1. 
A-C. Résultats du BCS, 1 clone par ligne, 1 site CpG par colonne. En bleu, un CpG non méthylé. En rouge, un 
CpG méthylé. En blanc, un CpG de statut indéterminé (problème de séquençage). Analyse à 72h des 
promoteurs des gènes CDKN2B (A.), CDH1 (B.) et TP73 (C.) sur des cellules KG-1 non traitées (NT) ou traitées 
avec 0,1µM de DAC toutes les 24h. 
 
Notre BCS nous permet donc d’étudier la méthylation de 3 cibles 
endogènes (CDKN2B, CDH1 et TP73), hyperméthylées dans la lignée leucémique KG-1 et 
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déméthylables par la DAC. Nous pourrons donc évaluer l’activité déméthylante des 3-
chloro-3-nitroflavanones sur ces 3 marqueurs. 
 
2.4. Discussion 
Le 69 (2S, 3R) et le DD880 induisant une ré-expression de la Luc dans notre 
système rapporteur, nous avons souhaité évaluer l’action déméthylante de ces 
molécules. Pour cela, nous avons réalisé des analyses BCS sur l’ensemble du promoteur 
CMV, ce qui a montré que le 69 (2S, 3R) à 10µM avait un effet comparable à celui de la 
DAC à 0,32µM. Cependant, la forte instabilité du 69 (2S, 3R) n’a pas permis de confirmer 
cette analyse. 
Afin d’étudier la déméthylation endogène induite par les 3-chloro-3-
nitroflavanones, nous avons sélectionné des gènes dont les promoteurs sont décrits 
comme hyperméthylés dans deux lignées leucémique humaines : HL60 et KG-1. Nous 
avons ainsi pu mettre en évidence que ces deux lignées d’AML ont un profil de 
méthylation très différent. En effet, si HL60 apparaît peu méthylée (moins de 30% de 
CpG méthylés sur les 4 promoteurs étudiés), KG-1 montre une très forte méthylation sur 
CDKN2B, CDH1 et TP73, et une déméthylation d’environ 30% de ces mêmes gènes lors 
d’un traitement par la DAC. Cela fait donc de KG-1 et de ses 3 marqueurs des outils 
idéaux pour l’étude de l’effet déméthylant des 3-chloro-3-nitroflavanones, qui a été 
confiée à Y. Menon dans notre laboratoire. 
Les travaux de BCS réalisés laissent la porte ouverte à de nombreuses 
optimisations (temps de traitement des composés, répétition de ces traitements) et 
peuvent servir de point de départ afin de développer des techniques moins lourdes que 
le clonage séquençage. En effet, les cartes de méthylation ainsi établies permettent par 
exemple d’identifier quel CpG se déméthyle le plus lors du traitement par la DAC, ce qui 
permettra de développer du COBRA ou de la MSP. De même, on peut positionner les 
zones à étudier en MS-HRM ou en pyroséquençage en fonction de ces résultats. 
Le BCS est une technique difficile à mettre en œuvre et coûteuse, mais elle 
apporte également plus d’informations que toutes les autres techniques. Elle est 
notamment capable de montrer l’hétérogénéité de l’effet déméthylant de la DAC, en 
identifiant des clones complètement déméthylés et des clones complètement méthylés. 




techniques l’information est moyennée sur tous les clones, cela peut donc 
considérablement sous-estimer l’effet d’un composé. L’évaluation de l’action 
déméthylante d’inhibiteurs de DNMT est donc avant tout une question de compromis 
entre des techniques lourdes, onéreuses mais donnant beaucoup d’informations sur une 
large partie du promoteur de gènes, et des techniques à plus haut débit mais n’analysant 
que quelques CpGs par promoteur. 
Toutes ces techniques restent au niveau d’analyse de la méthylation de quelques 
promoteurs, mais il serait également intéressant de réaliser une étude sur le méthylome 
entier des cellules traitées par le DD880. En effet, si ces inhibiteurs entrainent une 
déméthylation des gènes marqueurs que nous avons choisis, il est probable qu’ils 
puissent induire une déméthylation sur d’autres gènes. D’ailleurs, il a été observé que la 
déplétion en DNMT1 ou en DNMT3A n’induisait pas forcément un même profil de 
déméthylation de l’ADN (Chik and Szyf 2011). Il apparaît donc que la sélectivité entre 
DNMT d’un inhibiteur peut être un facteur important dans son mécanisme d’action. 
Dans le but de développer des inhibiteurs sélectifs de chaque DNMT, nous nous sommes 
penchés sur la recherche et le développement d’un test capable d’étudier cette 
sélectivité. 
Le test Fluo-Met miniaturisé dans notre laboratoire est très efficace pour réaliser 
des tests contre le complexe murin Dnmt3A/3L. En effet, il est aisé d’identifier des 
enzymes de restriction ayant un différentiel de coupure entre ADN non méthylé et ADN 
méthylé. Par contre, la DNMT1 ayant comme substrat l’ADN hémiméthylé, il apparaît 
plus difficile de trouver une enzyme de restriction coupant lorsque l’ADN est 
hémiméthylé et ne coupant pas lorsque ce dernier est méthylé, tout en gardant de 
bonnes performances de lecture. C’est pourquoi, afin d’évaluer la sélectivité entre DNMT 
de nos molécules, nous nous sommes penchés sur le développement d’un test 
enzymatique adaptable sur toutes les DNMT et particulièrement sur DNMT1. 
  

























Projet de recherche – Partie II 











Comme précisé dans l’introduction (§3.2.1.), de nombreux tests enzymatiques ont 
été développés afin d’identifier des inhibiteurs de DNMT. Ils sont basés sur la détection 
des produits de la réaction de méthylation : le SAH ou l’ADN méthylé (Figure I-13). 
La quantification du SAH est souvent indirecte et souffre de différents problèmes. 
Par exemple, les tests à réactions enzymatiques couplées (Ibanez et al. 2010 ; Hemeon et 
al. 2011) peuvent révéler des faux positifs inhibant d’autres enzymes que les DNMT et 
nécessitent donc des tests additionnels. De la même façon, le test décrit par Graves et al. 
utilise un anticorps anti-SAH qui peut également reconnaître le SAM, créant ainsi de 
nombreuses interférences (Graves et al. 2008). 
Les tests basés sur la mesure de l’ADN méthylé présentent eux aussi de 
nombreux désavantages. Les tests en phase hétérogène (dont deux réactifs au moins 
sont dans des phases différentes) ne permettent pas les études de compétition puisque 
la concentration d’au moins un réactif n’est pas contrôlable (Woo et al. 2005 ; Jurkowska 
et al. 2011a ; Ceccaldi et al. 2013), tandis que dans un test en phase homogène (dont 
tous les réactifs sont dans la même phase) certaines molécules fluorescentes peuvent 
interférer avec la lecture du signal (Mashhoon et al. 2006 ; Ye and Stivers 2010). Quant 
aux techniques radioactives, elles sont souvent coûteuses et nécessitent une étape de 
séparation parfois difficilement adaptable à l’automatisation (Rubin and Modrich 1977 ; 
Jeltsch et al. 1998 ; Roth and Jeltsch 2000 ; Halby et al. 2012). 
Souhaitant étudier la sélectivité de nos composés vis-à-vis des DNMT ainsi que 
leurs mécanismes d’action, il nous fallait un test adaptable à toutes les DNMT, en phase 
homogène et compatible avec une automatisation, dans le cas d’un criblage à haut-débit 
ou d’une application étendue à de nombreux inhibiteurs et dérivés. Nous nous sommes 




Chapitre 1 - Dosage du SAH 
 
La première stratégie envisagée a été de réaliser un test basé sur le dosage du SAH 
(Figure 2-1), sachant que de nombreux tests commerciaux (Methyltransferase 
fluorimetric/colorimetric assay kit fourni par Cayman, Transcreener Epigen 
Methyltransferase assay par BellBrook et Cisbio) avaient déjà été validés sur des 
méthyltransférases d’histones. Ces tests ne sont pas directs et imposent l’utilisation de 
nombreuses enzymes qui peuvent également être inhibées par la molécule testée. Au moment 
de cette thèse, l’entreprise Cisbio était en train de développer un nouveau test de dosage 
direct du SAH, sans réaction enzymatique en cascade. Les chercheurs de Cisbio ayant validé 
son dosage sur la méthyltransférase d’histone G9A, nous avons collaboré avec eux afin de le 
tester sur des méthyltransférases d’ADN. Ce test présente les avantages d’être à la fois basé 
sur la mesure de l’apparition d’un produit, ce qui est plus précis que la disparition d’un réactif, 
et qu’il est adaptable à n’importe quelle méthyltransférase. 
 
 
Figure 2-1. Principe du dosage du SAH par HTRF® de Cisbio. 
Le cryptate d’europium (Eu) fixé sur un anticorps anti-SAH  est symbolisé par un cercle violet, l’allophycocyanine 
modifiée (XL665) du SAH-red par un cercle orange. L’excitation à 320nm du cryptate d’europium permet l’émission 
à 620nm de ce même groupement. Si l’anticorps est lié à une molécule de SAH-red, le transfert d’énergie entre les 2 
fluorophores (XL665-Eu) permet l’émission d’une seconde onde à 665nm. La méthylation de l’ADN produisant du 
SAH qui entre en compétition avec le SAH-red pour la liaison avec l’anticorps anti-SAH marqué au Eu, va donc 
provoquer une diminution de l’émission à 665nm, sans modifier l’émission à 620nm. 
Principe du test 
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1.1. Principe du test 
Le dosage SAH est basé sur la technologie de fluorescence homogène en temps retardé 
par transfert d’énergie (TR-FRET ou « homogeneous time resolved fluorescence » - HTRF®, 
Cisbio). Dans ce système, un anticorps anti-SAH porteur d’un cryptate d’europium (Eu) 
donneur d’énergie ne pourra transférer de l’énergie à un accepteur que si ce dernier est situé 
à quelques dizaines d’Ångstroms. Ainsi, lorsque qu’une molécule de SAH marquée par un 
fluorophore XL665 correspondant à une allophycocyanine modifiée (SAH-red) est reconnue 
par cet anticorps, l’excitation à 320nm du cryptate d’europium va permettre le transfert 
d’énergie puis l’émission à 665nm du SAH-red. Le SAH produit lors de la réaction de 
méthylation de l’ADN entre alors en compétition avec le SAH-red pour la fixation à l’anticorps, 
diminuant ainsi la fluorescence mesurée (Figure 2-1.). 
Au contraire des tests en phase hétérogène où la lecture a lieu souvent après plusieurs 
lavages, éliminant ainsi la plupart des sources d’interférences, les réactions en phase 
homogène ne permettent pas de contrôler le milieu et ce dernier peut gêner la détection de 
plusieurs façons différentes.  
Si la molécule testée est elle-même fluorescente, cela peut mener à des faux positifs. 
Cependant, la technologie HTRF® permet de s’affranchir de ce problème. Contrairement à 
une mesure classique de la fluorescence, un délai de quelques microsecondes entre 
l’excitation et la mesure de l’émission peut être appliqué grâce aux propriétés physiques de 
l’Eu. Cela permet d’éliminer tous les signaux possédant un temps de déclin court 
caractéristiques de la plupart des fluorophores (Figure 2-2.). 
 
 
Figure 2-2. Avantage de la technologie 
HTRF®. 
Le SAH-red est symbolisé par un SAH lié à un 
soleil orange, le cryptate d’europium par un 
cercle violet et le transfert d’énergie par une 
flèche bleue. En introduisant un délai entre 
l’excitation et la mesure de la fluorescence, les 
interférences dues à d’autres composés 
fluorescents, qui possèdent une courte durée 
d’émission,  ne sont pas mesurées. 
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De plus, si le milieu de lecture n’est pas transparent et absorbe certains rayonnements, 
cela peut créer un biais de lecture (effet filtre). Nous allons donc calculer un ratio HTRF® afin 
de s’affranchir de ce problème. En effet, le cryptate d’europium, lorsqu’il est excité, transmet 
non seulement de l’énergie au SAH-red, mais il émet également une onde à 620nm. Etant 
donné que ce signal est indépendant de l’activité de méthylation de l’ADN et qu’il peut être 
perturbé par la mauvaise transmission du signal, le ratio du signal émis à 665nm sur celui à 
620nm permet de normaliser la réponse de chaque puits et d’ainsi éviter les réponses 
erronées dues à l’effet filtre du milieu. 
Grâce à ce test HTRF®, nous pourrons analyser la fluorescence émise par le système et 
la relier à l’inhibition de la DNMT testée, en minimisant les inconvénients de la phase 
homogène. 
 
1.2. Matériels et méthodes 
1.2.1. Matériels et réactifs 
Les plaques 384 puits faible volume à fond rond en polystyrene NBS™ sont 
commercialisées par Corning (France), les plaques 24 puits blanches OptiPlate™ par 
PerkinElmer (France). Les colonnes Micro Bio-Spin® contenant du Bio-gel® P-30 sont 
achetées chez Bio-Rad (France).  
L’acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES) pH 7,2, l’acide 
éthylène diamine tétraacétique (EDTA), l’albumine sérique bovine (BSA), l’hydrochlorure de 
2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol (Tris-HCl) pH 7,4 et pH 8,0 ont été achetés chez 
Sigma-Aldrich (France), le chlorure de potassium (KCl) chez VWR (France). Le SAM, le SAH, 
l’anticorps anti-SAH marqué au cryptate d’europium, le réactif d’arrêt de la réaction, le SAH-
red, le tampon de détection HTRF® et le tampon de dilution HTRF® sont fournis dans le kit 
de dosage du SAH de Cisbio (France). Le SAM [méthyle-3H] à 3TBq/mmol a été acheté chez 
PerkinElmer (France). 
 
1.2.2. Production de l’enzyme 
La DNMT1 (182kDa, humaine, marquée Histidine) a été clonée, exprimée et purifiée 
selon le protocole de Lee et al. (Lee et al. 2005a) à l’Institut Curie, Paris. La pureté a été 
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vérifiée par électrophorèse et coloration eu bleu de Coomassie. La concentration en protéine 
totale a été évaluée à 1,72µg/µL (9,45µM) par méthode de Bradford. 
 
1.2.3. Formation du duplexe 
Les oligonucléotides ont été achetés chez Eurogentec (Belgique). Le duplexe a été 
formé par hybridation des deux brins complémentaires dans de l’eau stérile en chauffant à 
70°C pendant 10minutes et retour à température ambiante sur la nuit. 
Brin sens : 5’-GATmCGCmCGATGmCGmCGAATmCGmCGATmCGATGmCGAT-3’ 
Brin anti-sens : 5’-ATCGCATCGATCGCGATTCGCGCATCGGCGATC-3’ 
mC : 5-méthyl-2’-désoxycytidine. 
 
1.2.4. Tests enzymatiques 
Le test radioactif par gel filtration est réalisé dans un volume final de 50µL, contenant 
le composé testé (maximum 1% DMSO final), 0,28µM de SAM [méthyle-3H], 0,2µM de duplexe 
et 90nM de DNMT1 dans le tampon de méthylation (20mM HEPES pH 7,2, 1mM EDTA, 50mM 
KCl, 25µg/mL BSA). La réaction est incubée à 37°C pendant 2h, puis le SAM radioactif n’ayant 
pas réagi est séparé du duplexe contenant le méthyle tritié par passage sur une colonne Micro 
Bio-Spin® P-30, selon les recommandations du fournisseur. Le filtrat contenant le duplexe 
radioactif est transféré dans une plaque blanche 24 puits OptiPlate™, 1mL de Microscint™-20 
(PerkinElmer, France) est ajouté puis la plaque est lue sur un compteur à scintillation liquide 
TopCount NXT (PerkinElmer, France). 
Le dosage du SAH par HTRF® est réalisé en 3 étapes. L’étape de méthylation est 
réalisée en 10µL final contenant le composé à tester (maximum 1% DMSO final), 10µM de 
SAM, 0,2µM de duplexe et 200nM de DNMT1 dans le tampon de dilution HTRF® ou le tampon 
de méthylation, dans une plaque blanche 384 puits faible volume à fond rond NBS™. La 
réaction est incubée 2h à 37°C. Puis 2µL de réactif d’arrêt sont ajoutés et la plaque est incubée 
10min à température ambiante. Enfin, 4µL de SAH-red (solution fournie par Cisbio, 
concentration non précisée, diluée 1600 fois) et 4µL d’anticorps marqué par cryptate 
d’europium (solution fournie par Cisbio, concentration non précisée, diluée 100 fois) sont 
ajoutés et la réaction est incubée 30min à température ambiante avant lecture sur un lecteur 
de plaques Wallac EnVision 2103 Multilabel Reader (PerkinElmer, France) avec le programme 
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suivant : filtre d’excitation UV2 (TRF) 320nm, filtre d’émission APC 665nm, filtre d’émission 
Rhodamine 590nm, miroir LANCE/DELFIA dual (462), délai 60µs. Suivant les 
recommandations de Cisbio, nous avons mesuré la seconde émission due à l’Eu et servant à la 
normalisation à 590nm au lieu de 620nm. 
Les gammes de conversion SAM/SAH sont réalisées en incubant des mélanges 
SAM/SAH dans 10µL final de tampon pendant 2h à 37°C. Puis l’ajout de réactif d’arrêt, de 
SAH-red et d’anticorps se déroulent comme décrit précédemment. Les contrôles SAH-red et 
cryptate consistent en l’incubation de tampon au lieu de la réaction de méthylation, puis 
l’ajout respectivement de SAH-red et de l’anticorps (signal maximum), ou juste de l’anticorps 
(bruit de fond).  
Les ratios de fluorescence mesurés sont calculés selon la formule suivante : Ratio = 
(665nm/590nm)*10000. Les régressions non linéaires (dose-réponse sigmoïdale avec pente 
variable) sont réalisées avec le logiciel GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Software).  
L’homogénéité des variances de 2 mesures est vérifiée par test de Fischer. Dans le cas 
de mesures ayant des variances homogènes, le test statistique utilisé pour identifier des 
mesures significativement différentes est le test de Student avec un risque α = 0.05. Dans le 
cas où les variances ne sont pas homogènes, nous avons utilisé le test d’Aspin-Welch avec un 
risque α = 0.05. 
 
1.3. Résultats 
1.3.1. Mise au point du dosage SAH 
Afin de modéliser l’activité des DNMT sans complexifier le système du test, nous avons 
commencé par réaliser des gammes de conversion SAM/SAH. Nous avons donc fait varier la 
concentration de SAH en présence de SAM, en maintenant la somme [SAM]+[SAH] constante 
soit à 10µM, soit à 2µM. 
Dans un premier temps, nous avons réalisé cette expérience dans le tampon HTRF® 
proposé par Cisbio. Les résultats obtenus sont satisfaisants, avec une allure sigmoïdale 
décroissante classique pour une compétition (R² = 0,9902 et 0,9995 pour respectivement 
2µM et 10µM final, avec 30min d’incubation avant lecture) et des ratios HTRF® allant de 7000 




correspondant à une conversion de 1% du SAM (10µM total), ce qui démontre une bonne 
sensibilité. Les résultats obtenus sont similaires pour 10µM et 2µM de SAM (non présenté). 
Le délai d’incubation de l’anticorps anti-SAH joue un rôle important dans les signaux 
mesurés. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que le délai idéal était de 30min, malgré les 
indications du fournisseur qui préconisait 1h d’incubation à température ambiante. En effet, 
au-delà de 30min d’incubation, les signaux maximum commencent à décroître, resserrant 
ainsi la fenêtre dynamique de lecture (Figure 2-3.A.). Ce phénomène est probablement dû à la 
rapide dégradation du SAM en SAH. Il est également possible que l’anticorps reconnaisse le 
SAM avec une affinité plus faible qu’avec le SAH. Pour le reste des expériences, nous avons 
donc mesuré la fluorescence après 30min d’incubation à température ambiante après ajout de 
l’anticorps. 
Puis, nous avons réalisé la même expérience dans le tampon de méthylation. Nous 
avons alors constaté que le test ne fonctionnait plus, les ratios mesurés étant tous égaux au 
contrôle sans SAH-red (Figure 2-3.B.), indépendamment de la concentration de SAH. De plus, 
les émissions mesurées à 590nm restent inchangées d’un tampon à l’autre tandis que les 
émissions à 665nm varient. Ce résultat suggère que le tampon de méthylation possède un ou 
plusieurs composants empêchant la reconnaissance du SAH et du SAH-red par l’anticorps. 
 
1.3.2. Choix du tampon de réaction 
Nous avons donc testé l’interaction de l’anticorps marqué avec le SAH-red dans 
plusieurs tampons différents en parallèle (Figure 2-3.C.).  
Pour tester l’effet de la BSA ou de l’EDTA, nous avons supplémenté le tampon HTRF® 
soit de 25µg/mL de BSA soit d’1mM d’EDTA (tampons 1-3 dans la Figure 2-3.C.). Nous avons 
également testé des tampons de méthylation sans KCl et/ou sans EDTA (tampons 4-7 dans la 
Figure 2-3.C.). La seule indication dont nous disposions sur le tampon HTRF® était que le 
milieu était du Tris-HCl pH 8,0 et non de l’HEPES pH 7,2 comme le tampon de méthylation. 
Nous avons donc finalement testé le Tris-HCl seul à pH 8,0 et pH 7,2 (tampons 8 et 10 dans la 
Figure 2-3.C.). Nous avons également réalisé un tampon de méthylation en remplaçant 
l’HEPES par du Tris-HCl pH 7,2 sans KCl (tampon 9 dans la Figure 2-3.C.). 
Tous les tampons contenant de l’EDTA ont empêché la reconnaissance anticorps/SAH-
red, tandis que la BSA et le KCl ne semblent pas entraîner d’interférences (Figure 2-3.C.). 
Aucune différence significative n’est observée entre les milieux Tris-HCl pH 7,2, pH 8,0 et 
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HEPES pH 7,2 (Figure 2-3.C.). Puisque le tampon HTRF® donne de meilleurs résultats que les 
autres tampons, nous avons décidé d’utiliser le tampon HTRF® pour la réaction enzymatique 
de méthylation. 
 
Figure 2-3. Résultats obtenus avec le kit de dosage du SAH par HTRF® de Cisbio. 
A. Gamme de SAH avec [SAM]+[SAH] = 10µM. Manipulation en points uniques dans le tampon HTRF®, lecture après 
30min (carrés), 45min (triangles vers le haut), 60min (triangles vers le bas) et 90min (ronds) d’incubation à 
température ambiante après ajout de l’anticorps. B. Gammes de SAH avec [SAM]+[SAH] = 10µM constant. 
Manipulation en points uniques, dans le tampon HTRF® (triangles vides) et dans le tampon de méthylation 
(triangles pleins). C. Effets de différents tampons sur le ratio de fluorescence HTRF® mesuré, en points uniques. Les 
signaux sont normalisés sur le signal obtenu dans le tampon HTRF®. Le tableau détaille la composition des 
différents tampons testés. D. Test de réaction enzymatique avec 200nM DNMT1, 10µM SAM et 0,2µM duplexe, dans 





1.3.3. Application à la DNMT1 
Après avoir vérifié par test radioactif en gel filtration (Halby et al. 2012) que la DNMT1 
conservait une activité enzymatique de méthylation dans le tampon HTRF®, nous avons testé 
le dosage du SAH lors d’une réaction enzymatique avec la DNMT1. Nous avons donc réalisé la 
réaction en nous basant sur les conditions utilisées dans notre test radioactif, avec 200nM de 
DNMT1, 0,2µM de duplexe hémiméthylé et 10µM de SAM comme substrats, dans le tampon 
HTRF® (Figure 2-3.D.).  
Pour la réaction enzymatique sans DMSO, le ratio de fluorescence HTRF® obtenu 
lorsqu’il y a méthylation par DNMT1 est significativement différent du ratio obtenu par 
l’incubation des substrats seuls (p<0,05). Cependant, nous avons obtenu un rapport signal sur 
bruit de fond de 1,6 avec des coefficients de variations de 5 à 10%, il ne sera donc pas possible 
de mesurer avec précision une gamme d’inhibition entre ces deux points. Les performances 
de ce test sont donc insuffisantes. 
Lorsque la réaction enzymatique est réalisée dans du DMSO 1%, comme c’est souvent 
le cas dans les criblages de banques de molécules chimiques, le ratio de fluorescence HTRF® 
lorsqu’il y a méthylation et celui donné par les substrats seuls ne sont pas significativement 
différents (p>0,05). En effet, si la fenêtre dynamique ne bouge que très peu, la variance des 
mesures augmente considérablement et les coefficients de variation approchent les 20%. 
Enfin, alors que le SGI-1027 est censé inhiber la DNMT1, l’incubation de cette molécule 
avec la DNMT1 provoque non pas une augmentation du signal comme attendu, mais une 
diminution du ratio de fluorescence HTRF® par rapport au ratio obtenu avec DNMT1 (Figure 
2-3.D.). Plus précisément, quelque soient les conditions étudiées avec SGI-1027, on  observe 
un ratio constant à environ 20 000. On peut donc raisonnablement supposer que ces signaux 
sont dus à des interférences causées par le SGI-1027 à 100µM. 
 
1.4. Discussion 
Le protocole de dosage du SAH en HTRF® proposé par Cisbio permet théoriquement 
d’étudier l’inhibition de toutes les enzymes utilisant le SAM. Le test ayant été validé sur une 
méthyltransférase d’histones (G9A), nous avons essayé de l’appliquer à la DNMT1.  
Si la mise au point du test, sans enzyme et dans le tampon HTRF® fourni, a donné des 
résultats satisfaisants avec une bonne sensibilité et la capacité de détecter de très faibles taux 
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de conversion de SAM en SAH, le passage dans le tampon que nous utilisons pour la réaction 
de méthylation a posé problème. En effet, nous avons identifié que la présence de 1mM 
d’EDTA dans le tampon de réaction suffisait à bloquer l’interaction entre l’anticorps et le SAH. 
De plus, la fenêtre dynamique des signaux diminue rapidement si l’on dépasse 30min 
d’incubation à température ambiante après l’ajout de l’anticorps. Ce manque de robustesse du 
test est donc un obstacle important à sa mise en œuvre et l’utilisation du tampon HTRF® 
semble indispensable. 
L’application du dosage du SAH dans une réaction de méthylation par DNMT1 a 
soulevé d’autres problèmes. Même dans le tampon HTRF® fourni et sans DMSO, la fenêtre 
dynamique était très restreinte. La même réaction en DMSO 1% final a tant augmenté la 
variabilité des mesures qu’aucune différence significative n’a pu être constatée entre les 
points avec et sans DNMT1. Enfin, l’étude de l’inhibition par 100µM de SGI-1027 a montré 
que, malgré le système de FRET, des interférences pouvaient avoir lieu et fausser les résultats 
du test. 
Malgré des résultats prometteurs et un système intéressant, ce test n’est donc pas 
adaptable à l’étude de l’inhibition de DNMT. Les problèmes techniques liés à la composition 
du tampon de méthylation sont actuellement en cours de résolution chez Cisbio. Notons 
également qu’en comparant les gammes de conversion SAM/SAH et les ratios obtenus lors de 
la réaction de méthylation, nous pouvons évaluer que la DNMT1 converti uniquement 3% du 
SAM qu’elle a à sa disposition (10µM final). Cette faible activité est évidemment une difficulté 
supplémentaire dans l’adaptation de ce test à la DNMT1. C’est pour cela que nous nous 
sommes dirigés vers une méthode beaucoup plus sensible : la scintillation par proximité 
(SPA).   
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Chapitre 2 – Test de scintillation par 
proximité (SPA) 
 
Après avoir tenté sans succès de mettre au point un dosage du SAH avec la DNMT1, 
nous nous sommes dirigés vers un test radioactif de scintillation par proximité mesurant la 
production d’ADN méthylé. L’avantage de cette technique est qu’elle reste adaptable à 
n’importe quelle méthyltransférase d’ADN et qu’elle évite une étape de filtration nécessaire à 
la séparation du SAM radioactif n’ayant pas réagi, qui est difficilement automatisable. De plus, 
dans ce test, la réaction de méthylation a lieu en phase homogène, ce qui permet de contrôler 
les concentrations de chacun des réactifs et de réaliser des études de compétition. L’étape de 
capture après la réaction de méthylation permet, avant la lecture, de passer en phase 
hétérogène et de procéder à des lavages, permettant d’éviter de nombreuses causes 
d’interférences. 
 Notre travail d’optimisation de la SPA en Flashplate™ sur DNMT1 a fait l’objet d’une 
publication dans Nucleic Acids Research Methods (Gros et al. 2013), que nous vous 
présentons ci-après. 
 
Résumé de l’article : 
Nous avons développé un nouveau test enzymatique basé sur la scintillation par 
proximité (SPA) permettant l’automatisation en vue d’un criblage haut-débit et d’études 
mécanistiques d’inhibiteurs de DNMT. Après avoir optimisé notre test sur DNMT1 et l’avoir 
calibré à l’aide de deux inhibiteurs connus (la sinéfungine et un duplexe d’ADN contenant de 
la zébularine), nous avons réalisé des études de compétition ADN et SAM sur les deux 
inhibiteurs de référence (la sinéfungine et un duplexe d’ADN contenant la zébularine) et sur 
un composé original dont le mécanisme d’inhibition est inconnu (la 3-chloro-3-nitroflavanone 
47). Dans les trois cas, nous avons identifié le mécanisme d’action de ces molécules vis-à-vis 
du SAM et de l’ADN sur DNMT1. Enfin, nous avons montré que notre test était applicable à 
trois sources de DNMT différentes : la DNMT3A humaine, la DNMT bactérienne M.SssI et des 
extraits cellulaires. 




Par convention, nous avons décrit notre test Flashplate™ comme un test en phase 
homogène. Cependant, l’étape de capture d’ADN nécessaire à la lecture, effectué dans une 
autre plaque, introduit une hétérogénéité qui n’empêche pas les études de compétition et 
permet une détection simple et efficace des signaux. 
Kilgore et al. ont décrit un test similaire au nôtre (basé sur l’utilisation de billes PVT), 
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A) Comparison of Flashplate
TM
, YSi beads and PVT beads. Maximal signals of each support are displayed 
as grey histograms while signal-to-background ratios are depicted as connected black dots. B) Evaluation of 
linear binding range on Flashplate
TM
. The dotted line represents the expected signals if the binding was 
linear. Real signals are displayed as connected black diamonds. 
  
















Supplementary Figure S2. Optimization of the methylation reaction by DNMT1. 
A) Titration of DNMT1 in the Flashplate
TM
 assay. The final concentration of the enzyme was varied, while 
substrate concentrations were kept constant at 1µM of SAM (1*:3) and 0.3µM of hemimethylated DNA 
duplex. B) Kinetics of DNMT1 methylation reaction on Flashplate
TM
 at room temperature (grey triangles) and 

























 assay was performed in duplicates on positive controls (reaction without inhibitor). Means 
are represented with standard deviation. 
  









Supplementary Figure S4. Western Blot of K-562 SNE and NCE. 
 
Supplementary Material and Method 
Western blotting was performed with a SDS-PAGE electrophoresis system according to standard 
procedures. Briefly, 20µg of proteins for DNMT3A and DNMT3B, and 10µg of proteins for DNMT1 were 
denaturated at 90°C for 10 min. and then electrophoresed on a 8% Tris gel with Tris running buffer (0.2M 
glycine, 3.5mM SDS in 25mM Tris). The PVDF membrane were saturated in washing buffer (0.2M NaCl, 
0.1% Tween-20, 5% milk in 20mM Tris) for 1h at RT, the gel was then blotted to this membrane in Tris 
transfer buffer (0.24M glycine, 3mM Tris in 20% absolute ethanol) and probed with primary antibodies 
against DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 and actin with respectively CST3598 (1/200, D23G1, Cell Signaling), 
sc-10235 (1/100, N-19, Santa Cruz Biotechnology), NB100-264 (1/2000, Novus Biologicals) and MAB1501 
(1/10000, clone c4, Millipore) overnight at 4°C. After 3 washings of 5 min. with washing buffer, the 
membranes were probed with secondary antibodies with anti-rabbit (1/10000, SigmaAldrich) for DNMT3A 
and DNMT1, anti-mouse (1/20000, SigmaAldrich) for actin and anti-goat (1/10000, SigmaAldrich) for 
DNMT3B, for 45 min. at RT. Then the membranes were washed twice for 5 min. in washing buffer, then 
twice for 5 min. in washing buffer with no milk. Finally, the ECL revelation was performed in Immobilon 
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Chapitre 1 - Applications 
 
1.1. Introduction 
Le test enzymatique en Flasplate™ que nous avons développé a été appliqué à 
l’identification et la caractérisation d’inhibiteurs non-nucléosidiques de la DNMT1. 
En effet, après avoir vérifié que les 3-chloro-3-nitroflavanones étaient des 
inhibiteurs peu puissants de DNMT1 et non sélectifs envers les différentes DNMT, nous 
avons testé plusieurs autres séries chimiques, provenant soit de notre laboratoire, soit 
de collaborations externes.  
Nous avons ainsi pu étudier l’inhibition de DNMT1 par la série des analogues de 
bisubstrats. Ces inhibiteurs sont conçus selon une approche rationnelle et possèdent 
une partie mimant le SAM et une partie mimant la cytidine. Dans le cadre d’une 
approche de modulation chimique, nous avons testé des analogues du NSC319745, 
précédemment identifié lors d’un criblage virtuel (Kuck et al. 2010b), tout comme la 
série des morpholino-pyrimidines et des benzoquinazolones. Puis, nous avons étudié 
des dérivés de BIX-01294, un inhibiteur de G9A (HMT), dont une modulation a été 
menée afin de permettre l’inhibition sélective de DNMT. Enfin, nous avons réalisé des 
études de SAR sur deux séries d’inhibiteurs de DNMT : des dérivés de Δ²-isoxazoline et 
de SGI-1027. 
 
1.2. Matériels et méthodes 
La partie catalytique de la DNMT3A (DNMT3A-C, 623-912, humaine) a été 
produite et purifiée selon Jia et al. (Jia 2007 Nature). 
Les tests en Flashplate™ sur DNMT1 sont réalisés selon le protocole décrit Partie 
II – Chapitre 2, p.101-118 (Gros et al. 2013) et les tests Fluo-Met sur DNMT3A-C (624-
912) sont réalisés selon la description Partie I – Chapitre 1, 1.2.2. p.54-56. 
Les produits sont repris dans 100% DMSO (≥99,7%, SigmaAldrich, France) à 
50mM ou 10mM selon leur solubilité. Les produits sont testés à maximum 1% de DMSO 
final et rapportés au contrôle correspondant. 




1.3.1. Les 3-chloro-3-nitroflavanones 
Des études de docking sur la partie catalytique de la Dnmt3A murine (Dnmt3A-C) 
ayant déjà été réalisées avec le composé 47 par Ceccaldi et al. (Ceccaldi et al. 2011), 
nous l’avons choisi pour réaliser nos études de compétition dans le test Flashplate™ 
contre DNMT1, publiées dans l’article Development of a universal radioactive DNA 
methyltransferase inhibition test for high-throughput screening and mechanistic studies 
(Partie II – Chapitre 2, p.101-118). En effet, au début de notre étude, nous ne disposions 
pas d’inhibiteur compétitif de l’ADN. Or le docking du 47 a montré que les deux 
énantiomères de ce dernier se situaient dans la poche ADN de la partie catalytique de la 
Dnmt3A murine (Dnmt3A-C), tandis que les énantiomères (2R,3S) des autres 3-chloro-
3-nitroflavanones tendent à se situer dans la poche du SAM et les (2S,3R) dans la poche 
ADN, compliquant ainsi l’analyse des courbes de compétition.  
Nous avons supposé que les comportements des composés resteraient similaires 
sur DNMT1, étant donné la grande similarité des poches catalytiques des deux enzymes. 
 
 
Figure 3-1. Mécanismes d’inhibition 
proposés pour les inhibiteurs 
étudiés. 
A. Mécanisme du duplexe contenant la 
zébularine (compétitif ADN, non-
compétitif SAM). B. Mécanisme de la 
sinéfungine (incompétitif ADN, 
compétitif SAM). C. Mécanisme du 47 
(incompétitif ADN, non-compétitif 
SAM). ADNme est l’ADN méthylé, E est 
DNMT1. D’après les résultats obtenus 
en Partie II – Chapitre 2, p.101-118. 
Les complexes en rouge sont inactifs. 
 
De façon surprenante, nous avons établi que le composé 47 était non-
compétiteur SAM et incompétiteur ADN sur la DNMT1 (Figure 3-1.C.). Cela soulève donc 
deux hypothèses : soit le composé 47 se comporte différemment sur DNMT1 entière par 




Ne disposant plus de quantité suffisante de Dnmt3A-C pour réaliser la compétition sur le 
test en Flashplate™ nous n’avons pas pu vérifier la première hypothèse. 
Souhaitant tout de même évaluer la sélectivité vis-à-vis des DNMT de la série des 
3-chloro-3-nitroflavanones, nous avons testé le 69 (2S, 3R), ainsi que son racémique le 
69, dans notre test Flashplate™ sur DNMT1, étant donné que ces composés ont 
précédemment été identifiés comme inhibiteurs de Dnmt3A/3L en Fluo-MET (Partie I – 
Chapitre 1, 1.3.3. p.61-67). Ces deux molécules se sont avérées être inhibiteurs de 
DNMT1 avec des IC50 respectives de 46µM ± 4µM et 56µM ± 16µM (moyennes ± écart-
type, sur deux manipulations indépendantes). Cependant, si aucune différence 
significative n’est observée sur les IC50 des produits, une différence est observée entre 
l’efficacité du 69 (60% d’inhibition à 200µM) et celle du 69 (2S, 3R) qui réussit à inhiber 
la DNMT1 à 100% à 200µM. En ce qui concerne le DD880, son IC50 est de 51µM ± 14µM. 
Devant les valeurs relativement élevées d’IC50 sur la DNMT1 et le manque de 
sélectivité entre DNMT de cette famille d’inhibiteurs, nous nous sommes intéressés à 
d’autres séries chimiques dans le cadre de plusieurs collaborations. 
 
1.3.2. Les bisubstrats  
Dans le cadre de sa thèse de doctorat dans notre équipe, L. Halby a conçu et 
synthétisé de nouveaux inhibiteurs des DNMT basé sur des molécules possédant un 
groupement mimant l’adénosine du SAM et un groupement se positionnant dans la 
poche cytidine. Nous avons donc testé plus de 40 composés sur DNMT1 en Flashplate™ 
et identifié 2 molécules particulièrement actives (555229Z01 et 554355Z01) dont 
nous avons déterminé les IC50 (Figure 3-2.A. et B.). Les structures de ces composés étant 
confidentielles, nous ne pouvons pas les représenter dans ce manuscrit. 
Les courbes dose-réponse de ces composés montrent un coefficient de Hill, 
définissant la pente des sigmoïdes, très supérieur à 1 (Figure 3-2.C.). Ces nombres de 
Hill peuvent être dus à plusieurs phénomènes dont : une inhibition non 
stoechiométrique de la DNMT1, la précipitation ou la formation d’agrégats par 
l’inhibiteur ou une très forte liaison à la DNMT1 (Copeland 2005 ; Shoichet 2006). 
D’après Copeland, une caractéristique des inhibiteurs se liant fortement à une 
enzyme est un IC50 approchant la valeur de la concentration d’enzyme présente dans le 
test (Copeland 2005). Au vu des fortes IC50 détectées, l’hypothèse d’une forte liaison à la 
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DNMT1 paraît peu probable. Nous avons donc voulu vérifier l’hypothèse de la formation 
d’agrégats. Pour cela, nous avons réalisé une courbe dose-réponse en pré-incubant le 
555229Z01 avec la DNMT1 pendant 5 minutes à 37°C, avant de déclencher la réaction 
de méthylation par ajout de SAM et d’ADN (Figure 3-2.D). La pré-incubation de l’enzyme 
avec un inhibiteur pouvant former des agrégats permet d’augmenter les interactions 
directes avec l’enzyme et, par conséquent, d’augmenter l’inhibition par la molécule 
(Ryan et al. 2003). Nous n’avons observé aucune différence. Puisque l’inhibition par un 
produit agrégeant est basée sur les interactions surfaciques entre l’enzyme et les 
agrégats, une autre façon de les détecter est de moduler ces propriétés surfaciques en 
solution par ajout d’un détergent dans le tampon de réaction (McGovern et al. 2003 ; 
Ryan et al. 2003). Nous avons donc étudié l’effet de l’ajout de Triton-X-100 à 0,01% final 
sur l’IC50 du 555229Z01 (Figure 3-2.D.), après avoir vérifié que le Triton-X-100, à cette 
concentration, n’induisait aucun effet sur l’enzyme seule. A nouveau, aucune différence 
n’est observée, donc l’hypothèse de la formation d’agrégats est à écarter. 
 
Figure 3-2. Courbes d’inhibition des deux analogues de bisubstrats 555229Z01 et 554355Z01. 
A. Courbe d’inhibition du 555229Z01. B. Courbe d’inhibition du 554355Z01. C. Valeurs des nombres de Hill 
dans les conditions standards pour les molécules étudiées, moyenne sur deux expériences indépendantes ± 
l’écart-type. D. Courbe d’inhibition du 555229Z01 dans les conditions normales (noir), en pré-incubant 5 
minutes à 37°C l’inhibiteur et l’enzyme (bleu), ou en ajoutant 0,01% de Triton-X-100 dans le tampon de 





Nous avons également suspecté un problème de solubilité du produit et avons 
fait l’hydrochlorate du 554355Z01, nommé 554355A01.  Le composé s’est révélé 
beaucoup plus soluble et l’IC50 a légèrement diminué (32,4µM ± 0,1µM) mais le 
coefficient de Hill reste identique (12,0 ± 1,5).  
En ce qui concerne l’inhibition non stoechiométrique, une forme polymérisée de 
la DNMT1 semble peu probable étant donné que tous les inhibiteurs se positionnant 
dans la poche catalytique auraient une pente supérieure à 1, ce qui n’est pas le cas de la 
sinéfungine par exemple (Figure 3-2.C.). Cependant, on pourrait envisager que ces 
inhibiteurs puissent favoriser une polymérisation de la DNMT1, ou même qu’il existe 
plusieurs sites de fixation de ces molécules sur DNMT1.  
Cependant, au vu des très faibles puissances d’inhibiteurs et de l’impossibilité de 
réaliser des études de compétition due à la difficulté de tester plusieurs concentrations 
entre IC10 et IC80, nous nous sommes penchés sur d’autres composés issus d’un criblage 
virtuel. 
 
1.3.3. Dérivés du NSC319745 
En 2010, Kuck et al. ont décrit le criblage virtuel d’une partie de la chimiothèque 
du National Cancer Institute (NCI), menant à la caractérisation de 7 molécules 
inhibitrices de DNMT, dont 6 spécifiques de DNMT1 (Kuck et al. 2010b). Parmi ces hits, 
le NSC319745 a été caractérisé comme le plus actif contre DNMT1 (34% d’inhibition à 
100µM dans leur test) ne présentant pas d’activité inhibitrice sur DNMT3B. En 
collaboration avec l’équipe du Pr. A. Gagnon1, nous avons donc réalisé une étude de SAR 
à partir du NSC319745 (Figure 3-3) qui a donné lieu à une publication en Annexe A.4. 
 
Figure 3-3. Structures du 
NSC319745 et de ses 
dérivés. 
A. Structure du NSC319745 
(Kuck et al. 2010b). B. 
Exemples de dérivés 
synthétisés par l’équipe du Pr. 
Gagnon.  
 
1. Université de Québec à Montréal, Montréal, Canada. 
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Nous avons testé l’activité de 31 dérivés de cette molécule, incluant une re-
synthèse du hit de départ, dans notre test Flashplate™ sur DNMT1. Etonnamment, aucun 
composé n’a montré une activité supérieure à 25% d’inhibition à 100µM. De plus, le 
NSC319745 ne montre aucune inhibition de DNMT1. 
L’évaluation de ces mêmes composés dans le test Fluo-Met sur la DNMT3A 
catalytique a permis d’identifier 8 composés induisant une inhibition supérieure à 60% 
à 100µM, avec une IC50 supérieure à 10µM. Enfin, étant donné la proximité structurale 
de la DNMT3A et DNMT3B, il n’est pas étonnant de trouver le NSC319745 inactif contre 
DNMT3A. 
Ainsi, ces composés, bien que théoriquement prometteurs, ne possèdent qu’une 
faible activité d’inhibiteur de DNMT.  
 
1.3.4. Dérivés du BIX-01294 et UNC0638 
En collaboration avec le Pr. A. Mai1, nous avons testé sur DNMT1 en Flashplate™ 
la sélectivité de 2 séries d’inhibiteurs de G9A (HMT) correspondant à des dérivés de 
BIX-01294 (Kubicek et al. 2007) et de UNC0638 (Vedadi et al. 2011)(Figure 3-4). Ce 
travail a donné lieu à une publication en Annexe A.5.  
 
 
Figure 3-4. Structures des 
dérivés BIX-01294 et 
UNC0638. 
A. BIX-01294 (Kubicek et al. 
2007). B. UNC0638 (Vedadi 
et al. 2011). C. Exemples de 
dérivés de BIX-01294 
synthétisés par l’équipe du Pr. 
Mai. D. Exemples de dérivés 
de UNC0638 synthétisés par 
l’équipe du Pr. Mai. En bleu 
sont indiqués les composés les 
plus puissants sur DNMT1. 
 
Le BIX-01294, un dérivé amino-quinazoline, a été identifié lors d’un criblage 
enzymatique à haut-débit contre G9A. C’est un inhibiteur sélectif des méthyltransférases 




d’histone G9A et GLP qui induit la diminution de la diméthylation de H3K9 dans les 
cellules HeLa (Kubicek et al. 2007). Mais sa grande toxicité cellulaire poussa à 
développer d’autres dérivés, notamment UNC0321, moins actif sur lignée cellulaire (Liu 
et al. 2010), et UNC0638, qui a montré à la fois une plus forte activité inhibitrice in vitro 
et cellulaire (Vedadi et al. 2011). 
Dans notre test Flashplate™, le contrôle BIX-01294 ne présente qu’une faible 
inhibition (26% à 100µM) de la DNMT1. De même, la majorité de ces composés ne 
présentent que de faibles pourcentages d’inhibition à 100µM, excepté pour 2 
composés analogues de UNC0638 (entourés en bleu, Figure 3-6), tous deux substitués 
par des éthers en position C6 de la quinazoline. L’un des deux hits (MC3085)  perd toute 
activité sur DNMT1 en-dessous de 32µM, tandis que le second (MC3075) possède une 
dose-réponse entre 100µM et 10µM (85%, 41% et 23% d’inhibition de la DNMT1 à 
respectivement 100µM, 32µM et 10µM). Même si ces molécules ne sont pas très 
puissantes, nos résultats confirment l’hypothèse émise par plusieurs groupes après 
étude de la co-cristallisation de GLP avec le BIX-01294 : le groupement méthoxy en C6 
de la quinazoline est essentiel pour la sélectivité des dérivés (Chang et al. 2009 ; Chang 
et al. 2010 ; Upadhyay et al. 2012). 
 
1.3.5. Dérivés morpholino-pyrimidines et benzo-quinazolones 
Deux séries précédemment identifiées par un criblage virtuel sur DNMT1 dans 
l’équipe du Pr. Mai ont également été testées (dérivés morpholino-pyrimidines et 
dérivés benzoquinazolones, travaux non publiés, figure 3-5).  
 
 
Figure 3-5. Structures des dérivés 
morpholino-pyrimidines et benzo-
quinazolones. 
A. Exemples de dérivés morpholino-
pyridmidines synthétisés par l’équipe 
du Pr. Mai. B. Exemples de dérivés 
benzo-quinazolones synthétisés par 
l’équipe du Pr. Mai. 
 
Nous avons donc évalué la capacité de ces composés d’inhiber la DNMT1 dans 
notre test Flashplate™, en point unique à 100µM (dérivés morpholino-pyrimidines 
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entourés en vert et benzo-quinazolones entourés en noir, Figure 3-6.). Au vu de la 
répartition des pourcentages d’inhibition obtenus, nous avons placé un seuil de 
détection des hits à 60% d’inhibition. Aucun composé de ces familles ne montre une 
activité suffisante sur l’enzyme purifiée pour la réalisation d’études SAR (Figure 3-6.). 
 
 
Figure 3-6. Criblage des produits de l’Université de Rome à 100µM. 
A. Pourcentages d’inhibition obtenus lors du criblage des produits de l’Université de Rome à 100µM. En noir 
sont représentés les % d’inhibition de chacun des composés, les pointillés bleus représentent +/- 3 fois l’écart-
type du contrôle 0% d’inhibition et la ligne verte représente le seuil à 60% d’inhibition. Le point rouge 
représente le contrôle positif d’inhibition : le SGI-1027. Les dérivés de BIX-01294 et UNC0638 sont entourés 
en bleu, les dérivés morpholino-pyrimidines sont entourés en vert, les dérivés de Δ²-isoxazoline sont entourés 
en violet, les dérivés SGI-1027 sont entourés en rouge et les dérivés benzoquinazolones sont entourés en noir.  
 
1.3.6. Dérivés Δ²-isoxazolines 
 
 
Figure 3-7. Structures des dérivés de Δ²-isoxazolines. 
Exemples de dérivés de Δ²-isoxazolines synthétisés par l’équipe 
du Pr. Mai.  
 
Poursuivant notre collaboration avec le Pr. Mai, nous avons également réalisé 
l’évaluation d’une série de Δ²-isoxazoline (Figure 3-7), décrits par Castellano et al. 




Le test Flashplate™ a confirmé que les dérivés de Δ²-isoxazoline ne sont que de 
faibles inhibiteurs de DNMT1 (entre 15% et 33% d’inhibition à 100µM, entourés en 
violet, Figure 3-6), en accord avec la littérature (Castellano et al. 2011). 
 
1.3.7. Dérivés SGI-1027 
Enfin, toujours en collaboration avec le Pr. Mai, nous avons étudié des dérivés du 
SGI-1027 (Datta et al. 2009). La molécule de SGI-1027 peut en effet être divisée en 4 
groupements : une quinoléine, un benzamide, une aniline et un cycle pyrimidique. Ces 
groupements sont liés en para/para.  L’équipe du Pr. Mai a modulé cette orientation en 
explorant toutes les combinaisons possibles en meta, ortho ou para. Le rôle des 
groupements terminaux (quinoléine et pyrimidine) a également été adressée en 
synthétisant des molécules bis-quinoléine et bis-pyrimidine. Ce travail a donné lieu à 
une publication en Annexe A.6. 
 
 
Figure 3-8. Dose-réponse du MC3495, MC3503, MC3343 comparés au SGI-1027. 
A. MC3495. B. MC3503. C. MC3343. D. SGI-1027. Chaque manipulation est réalisée en duplicat. Les moyennes 
de chaque point sont représentées par un carré noir et les barres d’erreur correspondent aux écart-types.  
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Sur un total de 14 composés, 9 dérivés du SGI-1027 ont été identifiés comme 
inhibiteurs de DNMT1 avec plus de 80% d’inhibition à 100µM (entourés en rouge, 
Figure 3-6.). Nous avons donc confirmé l’activité de ces 9 molécules et réalisé les 
courbes doses-réponses de 3 composés qui inhibaient la DNMT1 à plus de 70% à 32µM 
(Figure 3-8).  
Il est intéressant de constater que ces 3 molécules possèdent des liaisons 
para/meta pour le MC3503 et meta/meta pour les MC3495 et MC3343. Les liaisons 
ortho provoquent certainement une conformation trop rigide pour que la molécule 
puisse s’insérer dans la poche catalytique de la DNMT1. Les liaisons meta sont donc un 
bon compromis et semblent bénéficier à la puissance d’inhibition. Enfin, le MC3495 et le 
MC3503 sont des dérivés bis-quinoléine tandis que le MC3343 possède les mêmes 
groupements que le SGI-1027. La présence à la fois de la quinoléine et du cycle 
pyrimidique est donc favorable à l’inhibition de la DNMT1. 
Cette étude a donc conduit à l’identification d’un composé deux fois plus actif que 
le SGI-1027 : le MC3343 (5 de l’annexe A.6.). 
 
1.4. Conclusion 
Grâce à des collaborations internes et externes, nous avons testé de nombreux 
dérivés dans notre test Flashplate™ sur DNMT1. Issus de criblages virtuels, d’inhibiteurs 
existants ou d’approches rationnelles, la plupart des composés testés n’ont présenté 
qu’une activité inférieure à celle de notre composé de référence : le SGI-1027. En nous 
intéressant à des analogues de SGI-1027, nous avons identifié une molécule deux fois 
plus puissante que l’inhibiteur de référence sur DNMT1 : le MC3343. 
Nous avons donc poursuivi la caractérisation de cette molécule par l’étude du 
mécanisme d’action du MC3343, du SGI-1027 et d’un dérivé identifié lors d’une étude de 




Chapitre 2 – Mécanisme du SGI-
1027 et de ses dérivés 
 
2.1. Introduction 
Initialement synthétisé en tant que ligand du petit sillon lors d’une étude de SAR 
sur les sels biquaternaires de quinolinium, le SGI-1027 inhibe la DNMT bactérienne 
M.SssI, la DNMT1 humaine et la Dnmt3A et Dnmt3B murines (Datta et al. 2009). Il est 
actuellement utilisé comme composé de référence dans de nombreux tests d’inhibition 
des DNMT (Yoo and Medina-Franco 2012 ; Fagan et al. 2013) et sert de base à plusieurs 
études de SAR (Gamage et al. 2013)(annexe A.6. et A.7.).  
 
 
Figure 3-9. Structures du SGI-1027, 
551610Z01 et MC3343 étudiés au 
cours de cette thèse. 
En-dessous de chacune des figures sont 
représentées les IC50 de chaque 
molécule sur DNMT3A-C (en noir) en 
Fluo-Met et d’après (Rilova et al. 2014) 
et sur DNMT1 (en bleu) dans le test 
Flashplate™. Pour le 550161Z01, le 
pourcentage d’inhibition de chacune 
des enzymes est indiqué (points 
uniques). Pour les IC50, la valeur décrite 
représente la moyenne de 2 expériences 
indépendantes +/- l’écart-type. 
 
Deux groupes ont décrits des études de compétition pour le SGI-1027 sur DNMT1 
(Datta et al. 2009 ; Fagan et al. 2013) et ont conclu que cette molécule était compétitive 
SAM et non-compétitive ADN.  
Au cours de nos collaborations, nous avons évalué l’activité de plusieurs dérivés 
SGI-1027 sur DNMT1 dont 2 analogues particulièrement intéressant, le MC3343 (5 de 
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l’annexe A.6.) et le 551610Z01 (31 de l’annexe A.7.). Le premier est un isomère de 
position dans lequel l’aminopyrimidine et le phényle sont liés tous deux en méta de 
l’amide, au contraire du SGI-1027 sur lequel ils sont liés en para. Le 551610Z01, quant à 
lui, contient une pyridine au lieu d’une pyrimidine et une quinoléine à la place de 
l’aminopyridimidine. SGI-1027, MC3343 et 551610Z01 ont été testé dans notre test 
Flashplate™ et sont inhibiteurs de DNMT1 (IC50 de respectivement 10µM, 5,7µM et 
15µM, Figure 3-9) et de DNMT3A-C (IC50 de respectivement 0,8µM, 0,7µM et 0,9µM, 
Figure 3-9)(Rilova et al. 2014 ; Valente et al. 2014).  
Nous avons donc réalisé des études de compétition sur la DNMT1 entière avec ces 
3 composés et avons observé pour le SGI-1027 et ses analogues un comportement de 
compétiteur ADN. Nous allons montrer que les résultats de la littérature ont 
probablement été biaisés par des interactions inhibiteurs-ADN. Nous discuterons de 
possibles hypothèses sur le mécanisme d’action des dérivés du SGI-1027. 
Comme contrôle négatif, nous avons choisi le 550161Z01 (Figure 3-9, 19 de 
l’annexe A.7.), qui n’inhibe pas les 2 enzymes. 
 
2.2. Matériel et méthodes 
2.2.5. Production et purification des enzymes 
DNMT3A-C a été produite et purifiée selon Jeltsch et al. (Jeltsch et al. 1998). La 
DNMT1 entière a été produite et purifiée selon Lee et al. (Lee et al. 2005a). 
 
2.2.6. Détermination des températures de dénaturation thermique de 
l’ADN (Tm) 
Les expériences de fusion d’ADN ont été conduites selon Mergny et Lacroix 
(Mergny and Lacroix 2003). En résumé, les oligonucléotides en épingle-à-cheveux 
(hairpins) hp_2_CG (5'-TATATACGTACGGTGTTTTCACCGTACGTATATA-3'), hp_1_CG (5'-
TATATACGTACTGTGTTTTCACAGTACGTATATA-3'), hp_0_CG (5'-
TATATATGTACTGTGTTTTCACAGTACATATATA-3'), contenant respectivement 2, 1 et 0 
CpG (indiqués en gras dans la séquence), ont été incubés à 2µM avec ou sans inhibiteur à 
la concentration précisée dans le tampon de Tm (100mM NaCl, 20mM LiCacodylate pH 
Matériel et méthodes  
 
133 
7,2). La température à laquelle la moitié du duplexe est dénaturé (Tm) est calculée selon 
la méthode décrite par Mergny et Lacroix (Mergny and Lacroix 2003). 
Les expériences de fusion d’ADN ont été réalisées par le Dr. L. Lacroix1. 
 
2.2.7. Empreinte à la DNase I 
Les empreintes ont été réalisées selon Lemster et al. et Racane et al. (Lemster et 
al. 2009 ; Racane et al. 2013). Les fragments de 117 et 265bp sont obtenus par double 
digestion du plasmide pBS (Stratagene, La Jolla, CA) par EcoRI et PvuII. Les fragments 
générés sont ensuite marqués en 3’ en les incubant pendant 30min à 37°C avec 10U 
d’enzyme Klenow (New England Biolabs, France) et de l’α-[32P]-dATP (3000Ci/mmol, 
PerkinElmer, France), avant d’être isolés par électrophorèse sur un gel de 
polyacrylamide à 6% dans des conditions natives. Les ADN radioactifs sont ensuite 
découpés du gel, écrasés et dialysés sur la nuit contre 400µL de tampon d’élution 
(10mM Tris-HCl pH 8,0, 1mM EDTA, 100mM NaCl). Ils sont ensuite séparés du gel 
polyacrylamide par filtration sur une membrane Millipore 0,22µm et précipités à 
l’éthanol. 
Les composés sont ensuite incubés à la concentration précisée avec les fragments 
de 117 ou 265bp pendant 15min à 37°C avant d’ajouter 0,001U/mL de DNase I dans le 
tampon fourni pour 3min de digestion. La réaction est arrêtée par une précipitation à 
l’éthanol. L’ADN digéré est ensuite dissous dans 4µL de tampon de charge dénaturant 
(solution de 80% de formamide contenant des marqueurs colorés), chauffé 4min à 90°C 
et refroidi sur la glace avant de subir une électrophorèse de 90min à 65W sur un gel de 
polyacrylamide à 8% dans du tampon Tris-Borate-EDTA (TBE). Enfin, les gels sont 
trempés dans de l’acide acétique à 10%, transféré sur un papier Whatman 3 MM avant 
d’être séchés sous vide à 80°C et exposés sur la nuit à T.A. sur une cassette d’exposition 
pour les rayonnements radioactifs. Les bases de chaque fragment d’ADN ont été 
identifiées par comparaison avec les bandes de guanines de séquençage standard 
obtenus en traitant les 117 et 265bp par du diméthyl-sulfate et de la pipéridine selon la 
méthode de Maxam-Gilbert (Maxam and Gilbert 1977). 
Les empreintes à la DNase I ont été réalisées dans le laboratoire du Dr. M.-H. 
David-Cordonnier2 par M.A. Bouhlel2. 
1. Laboratoire de Biologie Moléculaire des Eucaryotes, Toulouse, France. 
2. Institut de Recherche contre le Cancer de Lille, Lille, France. 
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2.2.8. Fluorimétrie différentielle à balayage (Differential scanning 
fluorimetry ou DSF) 
L’expérience a été réalisée sur un CFX96™-Real Time System (C1000 Thermal 
cycler, Bio-Rad CFX manager 2.0 software) (Bio-Rad, USA). La protéine a été titrée afin 
de vérifier la faisabilité de l’étude et la plus faible concentration de protéine donnant un 
signal maximal a été évalué à 7µM. Les concentrations de produits varient de 28µM à 
240µM. Les oligonucléotides complémentaires 5’-CACAGTACGTATATA et 5’-
TATATACGTACTGTG sont hybridés selon les procédures standards pour former un 
duplexe d’ADN contenant un CpG central. 
7µM de DNMT3A-C sont pré-incubés dans un tampon contenant 20mM HEPES pH 
7,3, 200mM KCl, 0,2mM DTT, 1mM EDTA et 10% de glycérol, avec un excès d’inhibiteur 
pendant 5 minutes à température ambiante. Puis le duplexe d’ADN (14µM) et/ou le SAM 
(8µM) sont ajoutés et incubés à 4°C pendant 1h. Le Sypro orange dye (Invitrogen, 
France) est ajouté juste avant la mesure pour atteindre un volume final de 20µL. La 
température des échantillons est augmentée de +0,3°C toutes les 3s, de 25°C à 97°C. 
Toutes les expériences de DSF ont été répétées au moins 3 fois. 
Les expériences de DSF ont été réalisées dans le laboratoire du Dr. L. Mourey1 par 
les Drs. V. Nahoum1 et S. Tranier1. 
 
2.2.9. Test d’inhibition et Compétitions en Flashplate™ sur DNMT1 et 
DNMT3A-C 
Les études de compétitions SAM et ADN sur DNMT1, ainsi que les tests 
d’inhibition de la DNMT1 et de la DNMT3A-C ont été réalisées selon le protocole décrit 
Partie II – Chapitre 2, p.101-118 (Gros et al. 2013). L’inhibition de la DNMT3A-C a été 
évaluée par Fluo-Met selon le protocole décrit dans la Partie I – Chapitre 1, 1.2.2., p.54-
56. 
Les données des graphiques de vitesses de réaction ont été analysées sur 
GraphPad Prism 4.03 selon un modèle de régression non-linéaire basé sur l’équation de 
Michaelis-Menten pour la compétition SAM ou de régression non-linéaire suivant le 
modèle compétitif de Copeland (Eq. 1, Annexe A.2.). Les données des graphiques en 
doubles-réciproques ont été analysées sur le même logiciel selon un modèle de 




régression linéaire pour les compétitions SAM et de régression non-linéaire suivant le 
modèle compétitif de Copeland (Eq. 2, Annexe A.2.) pour les compétitions ADN. 
 
2.3. Résultats 
2.3.1. Le SGI-1027 et ses analogues sont compétiteurs d’ADN, non-
compétiteurs de SAM. 
Nous avons commencé par réaliser des tests de compétition ADN sur DNMT1. Ces 
tests ont donné des résultats inhabituels. En effet, les courbes de vitesse en fonction de 
la concentration de duplexe ne suivent pas une loi de Michaelis-Menten mais plutôt une 
loi à tendance sigmoïdale, ce qui est particulièrement visible pour les fortes 
concentrations d’inhibiteurs (Figure 3-10.A-C.). Ce phénomène se répercute sur les 
représentations de Lineweaver-Burk (Figure 3-10.D-F.). On observe en effet qu’à fortes 
concentrations d’inhibiteurs, les points décrivent non pas une droite mais une branche 
de parabole pouvant être approximée par une régression non-linéaire quadratique 
possédant une courbure vers le haut. 
Ces comportements sont décrits par Copeland et Horiuchi et peuvent être 
expliqués par des inhibiteurs compétitifs pouvant réaliser des interactions avec le 
substrat, donc dans notre cas, des interactions avec l’ADN (Copeland and Horiuchi 
1998). En effet, si l’inhibiteur étudié se lie à l’ADN, alors la concentration d’inhibiteur 
libre en solution dépend de façon quadratique de la concentration en duplexe, modifiant 
ainsi l’allure des courbes de vitesse en fonction du substrat et les graphiques de double-
inverse (équations en annexe A.2.). Ce comportement peut également être expliqué par 
de nombreux autres phénomènes comme par exemple une inhibition dépendante du 
temps ou une forte liaison de l’inhibiteur à l’enzyme (Copeland and Horiuchi 1998). 
Notons que l’analyse des IC50 en fonction de [ADN]/KmADN montre également des 
augmentations significatives des IC50 à concentrations d’ADN croissantes (Figure 3-11.A-
C.).  Cependant, nous ne pouvons conclure quand au caractère compétitif des inhibiteurs 
étant donné que des interactions ADN-inhibiteur induisent une augmentation des IC50 
proportionnelle à [ADN]/KmADN quelque soit le comportement de la molécule étudiée 
(Copeland and Horiuchi 1998). 




Figure 3-10. Etudes de compétition ADN avec le SGI-1027 et ses dérivés sur DNMT1. 
A-C. Vitesses initiales en fonction de [ADN] pour différentes concentrations de respectivement SGI-1027 (A), 
MC3343 (B) et 551610Z01 (C). Les carrés représentent les points sans inhibiteur. Pour le SGI-1027 (A) : Les 
triangles pleins, les ronds, les triangles vides, les losanges et les croix représentent respectivement 5,6µM, 
10µM, 14,7µM, 21,5µM et 32µM. Pour le MC3343 (B) : les triangles pleins, les ronds, les triangles vides, les 
losanges et les croix représentent respectivement 3,2µM, 4,2µM, 5,6µM, 7,5µM et 10µM. Pour le 551610Z01 
(C) : Les triangles vides, les croix et les cercles représentent respectivement 10µM, 25µM et 40µM. Les traits 
pleins représentent une régression non-linéaire suivant le modèle compétitif de Copeland (Copeland and 
Horiuchi 1998). D-F. Graphiques de Lineweaver-Burk pour différentes concentrations de respectivement SGI-
1027 (D), MC3343 (E) et 551610Z01 (F). La représentation des différentes concentrations d’inhibiteurs est la 
même que pour A-C. Les traits pleins représentent les régressions non-linéaires suivant le modèle compétitif 
de Copeland (Copeland and Horiuchi 1998). Les moyennes sur 2 expériences indépendantes sont représentées 





Figure 3-11. IC50 du SGI-1027, du MC3343 et du 551610Z01 en fonction de [ADN]/KmADN et de 
[SAM]/KmSAM. 
A-C. IC50 de respectivement SGI-1027 (A), MC3343 (B) et 551610Z01 (C) en fonction de [ADN]/KmADN. D-F. IC50 
de respectivement SGI-1027 (D), MC3343 (E) et 551610Z01 (F) en fonction de [SAM]/KmSAM. Les traits pleins 
représentent les régressions linéaires lorsque leur pente est significativement différente de 0 (p<0,05). Les 
moyennes de deux expériences indépendantes sont représentées +/- l’écart-type. 
 
Nous avons ensuite étudié la compétition avec le cofacteur SAM. Les courbes de 
compétition des 3 molécules suivent un comportement classique (Figure 3-12). 
 




Figure 3-12. Etudes de compétition SAM avec des dérivés SGI-1027 sur DNMT1. 
A-C. Vitesses initiales en fonction de [SAM] pour différentes concentrations de respectivement SGI-1027 (A), 
MC3343 (B) et 551610Z01 (C). Les carrés représentent les points sans inhibiteur. Pour le SGI-1027 (A) : les 
triangles pleins, les ronds, les triangles vides, les losanges et les croix représentent respectivement 3,2µM, 
5,6µM, 10µM, 14,7µM et 21,5µM. Pour le MC3343 (B) : les triangles pleins, les ronds, les triangles vides, les 
losanges et les croix représentent respectivement 3,2µM, 4,2µM, 5,6µM, 7,5µM et 10µM. Pour le 
551610Z01 (C) : Les triangles pleins, les ronds, les triangles vides, les losanges et les croix représentent 
respectivement 3,2µM, 5,6µM, 10µM, 20µM et 32µM. Les traits pleins représentent les régressions non-
linéaires de Michaelis-Menten. D-F. Graphiques de Lineweaver-Burk (inverse de la vitesse initiale en fonction 
de l’inverse de [SAM]) pour différentes concentrations de respectivement SGI-1027 (D), MC3343 (E) et 
551610Z01 (F). La représentation des différentes concentrations d’inhibiteurs est la même que pour A-C. Les 
traits pleins représentent les régressions linéaires. Les moyennes de deux expériences indépendantes sont 




Les courbes de vitesse de réaction en fonction de la concentration en SAM sont en 
adéquation avec l’équation de Michaelis-Menten (Figure 3-12.A-C.) et les graphiques en 
doubles-réciproques donnent bien des droites concourantes (Figure 3-12.D-F.). 
L’analyse des courbes de vitesses montre que les Kmapp restent constants et que les Vmapp 
décroissent lorsque les concentrations d’inhibiteurs augmentent (données non 
représentées), le SGI-1027 et ses analogues apparaissent comme des non-compétiteurs 
SAM. De même, la transformation des données selon Lineweaver-Burk confirme le 
caractère non-compétitif des inhibiteurs (Copeland 2000). Enfin, les IC50 ne variant pas 
significativement avec la concentration d’inhibiteur, cela confirme l’hypothèse de non-
compétitivité (Figure 3-11.D-F.). 
Le fait que les études de compétition SAM n’affichent aucune déviation aux 
équations de Michaelis-Menten classique n’est pas incompatible avec les interactions 
inhibiteur-ADN. En effet, dans le cas de la compétition SAM, la concentration d’ADN est 
fixée à 1,0µM, ce qui induit une modification de la concentration d’inhibiteur libre en 
solution. Cependant, cette modification est indépendante du substrat variable (le SAM) 
et ne gêne donc pas l’application générale de l’équation de Michaelis-Menten (Annexe 
A.2.). 
En ce qui concerne le comportement du SGI-1027 sur la DNMT3A-C, au vu des 
grandes similarités entre les poches catalytiques de la DNMT1 et celle de la DNMT3A, on 
pourrait s’attendre à ce que le SGI-1027 soit compétiteur ADN également sur DNMT3A-
C. Nous n’avons pas réalisé les études de compétition sur DNMT3A-C étant donné que le 
test en Flashplate™ utilise une forte concentration de DNMT3A-C et nous avons été 
limités par la quantité d’enzyme disponible. Cependant, nous pouvons comparer 
qualitativement les IC50 obtenus sur DNMT3A-C dans notre test Flashplate™ et dans le 
test Fluo-Met.  
En effet, dans le test Fluo-Met, l’étape de coating avidine-duplexe biotinylé réduit 
fortement la quantité d’ADN disponible lors de la réaction de méthylation (<6pmol pour 
une réaction en 50µL), au contraire du test Flashplate™, en phase homogène, dans lequel 
l’ADN est totalement accessible à l’enzyme (3pmol pour un volume de 10µL). La 
concentration d’ADN est donc plus grande dans le test Flashplate™ que dans le test Fluo-
Met. Le test Fluo-Met nous permettant de faire varier la quantité de SAM, nous avons 
réalisé deux concentrations différentes : 20µM de SAM, qui est utilisé en tant que 
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condition standard du test Fluo-Met, et 1µM de SAM, qui correspond à la concentration 
utilisée dans le test Flashplate™.  
La comparaison des courbes doses-réponses obtenues sur Flashplate™ (courbe 
noire) et Fluo-Met à 1µM de SAM (courbe bleue) permet donc d’évaluer l’influence d’un 
changement de concentration d’ADN à SAM constant. Tandis que la comparaison des 
courbes obtenues sur Fluo-Met à 20µM (courbe rouge) et 1µM de SAM (courbe bleue), 




Figure 3-13. Courbes d’inhibition de la DNMT3A-C pour un test en phase homogène (Flashplate™) et 
en phase hétérogène (Fluo-Met). 
A. Dose-réponse de la sinéfungine contre DNMT3A-C. B. Dose-réponse d’une 3-chloro-3-nitroflavanone (47) 
contre DNMT3A-C (Gros et al. 2013). C. Dose-réponse du SGI-1027 contre DNMT3A-C. En noir, le test 
Flashplate™ à 1µM de SAM et 0,3µM d’ADN. En bleu, le test Fluo-Met à 1µM SAM et ADN adsorbé. En rouge, le 
test Fluo-Met à 20µM SAM et ADN adsorbé. Chaque expérience est réalisée en duplicats, les points 
représentent la moyenne et les barres d’erreur les écart-types. Les IC50 sont précisées sur les graphiques ainsi 
que les coefficients de corrélation des régressions non-linéaires (R²). 
 
Pour valider notre approche, nous avons tout d’abord testé la sinéfungine, un 




l’IC50 en Fluo-MET avec 20µM de SAM plus haute que celle en Fluo-Met avec 1µM de SAM 
(Figure 3-13.A.) (Copeland 2003). Pour la 3-chloro-3-nitroflavanone 47, les IC50 restent 
inchangées quelque soit le test et quelque soit la concentration en SAM, ce qui est 
cohérent avec un mécanisme d’inhibiteur non-compétitif SAM (Figure 3-13.B.) (Gros et 
al. 2013). Enfin, dans le test Fluo-MET, l’IC50 du SGI-1027 est indépendante de la 
concentration du SAM, tandis que sa valeur est augmentée d’un facteur 10 lorsque l’on 
teste cette molécule en Flashplate™ dans laquelle la concentration ADN est beaucoup 
plus grande qu’en Fluo-MET à même concentration de SAM (Figure 3-13.C.). 
Bien que la comparaison de ces deux tests soit délicate au vu des nombreux 
paramètres différents (réaction en phase homogène/hétérogène, enzyme de restriction, 
format de lecture, séquence des duplexes, quantité d’enzyme…), les variations d’IC50 du 
SGI-1027 semblent indiquer un comportement de compétiteur ADN sur DNMT3A-C. 
Nos résultats semblent donc indiquer que le SGI-1027 et ses dérivés sont des 
compétiteurs ADN sur DNMT1 ainsi que sur DNMT3A-C. Cependant, les déviations aux 
équations de Michaelis-Menten, observées pour les compétitions ADN sur DNMT1, 
semblent indiquer un comportement particulier pour cette série chimique, comme des 
interactions à l’ADN. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons entrepris des 
collaborations afin d’élucider les interactions des inhibiteurs avec l’ADN ou avec la 
DNMT par des méthodes biophysiques. 
 
2.3.2. Etude d’interaction avec l’ADN. 
Afin de vérifier si nos composés interagissent avec l’ADN, nous avons choisi 
d’utiliser la technique de dénaturation thermique d’un duplexe d’ADN suivi par 
spectroscopie d’absorbance, en présence et absence des molécules étudiées (Figure 3-
14, Tableau 3-1). Nous avons choisi 3 duplexes en épingles à cheveux : hp_2_CG formant 
un duplexe contenant 2 CpG (Tm = 74,5°C), hp_1_CG formant un duplexe contenant 1 
CpG (Tm = 71,0°C) et hp_0_CG formant un duplexe sans CpG (Tm = 68,0°C). Le SGI-1027, 
le MC3343 et le 550161Z01 sont incubés à 10µM. Le 551610Z01 est incubé à 2 
concentrations différentes : 10µM et 20µM.  
Aucune différence significative (>1,0°C) sur les Tm n’a été observée lors de 
l’incubation des chacun des duplexes avec le 550161Z01, tandis que le SGI-1027 a 
montré un faible déplacement du Tm du duplexe hp_1_CG (ΔTm = 1,0°C). 




Figure 3-14. Différences de Tm 
pour des duplexes incubés avec 
SGI-1027, 550161Z01, 551610Z01 
et MC3343 comparés aux duplexes 
seuls. 
Incubation des oligonucléotides 
hp_0_CG (A), hp_1_CG (B) et hp_2_CG 
(C) avec le composé peu actif 
550161Z01 à 10µM (rose), le SGI-
1027 à 10µM (jaune), le 551610Z01 
à 10µM (vert), le 551610Z01 à 
20µM (vert à pois) et MC3343 10µM 
(bleu). Les moyennes d’au moins 2 
expériences sont représentées. Les 
barres d’erreur représentent les 
erreurs types sur la moyenne. 
 
Le MC3343 réussit à induire une forte augmentation du Tm (ΔTm = 4,0°C, 3,0°C 
et 1,5°C sur respectivement hp_0_CG, hp_1_CG et hp_2_CG). L’orientation méta/méta au 
lieu du para/para pour le SGI-1027 pourrait conférer au MC3343 une courbure 
optimale pour se lier dans le petit sillon de l’ADN (Dervan 1986). 
Le 551610Z01 (en vert) possède de larges barres d’erreur. Ceci est lié à des 
difficultés de solubilisation du composé. Cependant, l’augmentation du Tm entre 10µM 
et 20µM de 551610Z01 suggère une dose-réponse, donc une interaction avec l’ADN 
(ΔTm = 1,6°C pour 10µM et 2,3°C pour 20µM sur hp_0_CG). 
 
 IC50 (µM) ΔTm (°C) 
Molécules DNMT1 hp_0_CG hp_1_CG hp_2_CG 
SGI-1027 10µM ± 1µM 
0,5 ± 0,0 
(68,5°C) 
1,0 ± 0,0 
(72,0°C) 
-0,5 ± 0,0 
(74,0°C) 
MC3343 5,7µM ± 0,2µM 
4,0 ± 0,0 
(72,0°C) 
3,0 ± 0,0 
(74,0°C) 
1,5 ± 0,0 
(76,0°C) 
551610Z01 15µM ± 3µM 
1,6 ± 0,4 à 10µM 
(69,6°C) 
1,1 ± 0,2 à 10µM 
(72,1°C) 
0,3 ± 0,3 à 10µM 
(74,8°C) 
2,3 ± 0,6 à 20µM 
(70,3°C) 
1,7 ± 0,3 à 20µM 
(72,7µM) 
0,8 ± 0,3 à 20µM 
(75,3°C) 
550161Z01 
9% of inhibition at 
10µM 
0,3 ± 0,3 
(68,3°C) 
0,5 ± 0,0 
(71,5°C) 
0,5 ± 0,0 
(75,0°C) 
 




Les IC50 et le pourcentage d’inhibition sont mesurés sur DNMT1 en test Flashplate ™. Chaque expérience d’IC50 
est réalisée en duplicats. Les moyennes de 2 expériences indépendantes sont indiquées ± l’écart-type. Le 
pourcentage d’inhibition de la DNMT1 par le 550161Z01 est déterminé en point unique. Les différences de 
Tm par rapport au Tm du duplexe correspondants sont mesurés par étude de la dénaturation thermique de 
l’ADN. Tous les dérivés sont incubés à 10µM, sauf le 551610Z01 qui est incubé à 10µM et à 20µM. Pour les 
ΔTm, chacune des valeurs représente la moyenne sur au moins 2 expériences ± l’erreur type sur la moyenne. 
La valeur de Tm mesurée est indiquée entre parenthèses. 
 
Le 551610Z01 et le MC3343 interagissent donc avec l’ADN, indépendamment de 
la présence de CpG, tandis que le SGI-1027 n’est qu’un faible ligand d’ADN. Notons que le 
MC3343 qui est le dérivé le plus puissant sur DNMT1, est également celui qui se lie le 
plus fortement à l’ADN quelque soit les duplexes étudiés (Tableau 3-1). 
Nous avons ensuite voulu adresser la question de la sélectivité de nos inhibiteurs 
vis-à-vis de la séquence d’ADN. Etant donné que les 3 oligonucléotides hp_0_CG, hp_1_CG 
et hp_2_CG se dénaturent à des températures différentes, il nous est impossible de 
comparer les ΔTm entre chaque duplexe. Nous avons donc utilisé des expériences 
d’empreinte à la DNase I qui montrent où les composés se fixent sur une séquence 
d’ADN connue (Figure 3-15). Pour cela, deux fragments d’ADN ont été utilisé, d’un côté 
un fragment de 265bp riche en A-T, et de l’autre un fragment de 117bp contenant 
plusieurs CpG. 
L’empreinte à la DNase I du SGI-1027 montre que cet inhibiteur se lie faiblement 
à l’ADN, puisqu’il induit de faibles interférences sur le profil de digestion de l’ADN, tout 
comme le 550161Z01. Ceci est en accord avec les résultats obtenus par dénaturation 
thermique avec les 3 duplexes d’ADN. 
Au contraire, le 551610Z01 possède une empreinte sur 265bp avec une 
préférence pour les segments riches en A-T, tandis que sur le fragment de 117bp, ce 
composé se place sur des sites CpG (37-38 et 50-51). Cependant, tous les sites CpG ne 
sont pas protégés par le 551610Z01. 
Enfin, le MC3343 est clairement la molécule qui se fixe le plus à l’ADN de la série, 
induisant une importante modification de la digestion, notamment une augmentation 
des coupures sur les sites CpG (37-38, 50-51 et 73-74). Cela peut être expliqué par une 
déformation de l’hélice d’ADN lors de la liaison du MC3343 qui permet à la DNase I 
d’accéder plus facilement à l’ADN et de le couper plus facilement. 




Figure 3-15. Etudes d’empreinte à la DNase I du SGI-1027 et de ses dérivés. 
A-B. Analyse du fragment riche en A-T de 265bp. C-D. Analyse du fragment contenant des CpG de 117bp. A.C. 
Gel dénaturant après digestion. B.D. Analyses par densitométrie. Les concentrations sont en µM. F550161 = 
550161Z01. F551610 = 551610Z01. Les CpG sont entourés en rouge. 
 
Ces résultats sont en accord avec les expériences de dénaturation de l’ADN et 
montrent que le SGI-1027 et le 550161Z01 se lient faiblement à l’ADN tandis que le 
551610Z01 se fixe plus fortmeent et que le MC3343, le composé le plus actif sur 
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2.3.3. Le SGI-1027 et ses analogues interagissent directement avec la 
DNMT3A et stabilisent le complexe DNMT3A-C/ADN. 
Nous avons ensuite étudié les interactions du MC3343 (l’inhibiteur le plus actif 
sur l’enzyme et donnant les interactions à l’ADN les plus fortes) et du 550161Z01 
(composé de la même famille mais inactif) avec la DNMT. La DNMT1 étant instable dans 
le tampon utilisé en DSF et la partie catalytique des DNMT étant similaire pour la 
DNMT3A et la DNMT1, nous n’avons réalisé les expériences que sur la DNMT3A-C 
(Figure 3-16). 
La DSF permet de tester la capacité d’une molécule à interagir avec une protéine 
lors de sa dénaturation thermique. La différence de Tm observée avec ou sans ligand 
permet de quantifier ces interactions et de déterminer si les molécules peuvent interagir 
avec la protéine, de la même façon que nous l’avons fait sur l’ADN. 
 
 
Figure 3-16. Résultats de DSF 
sur DNMT3A-C incubée avec le 
MC3343 et 550161Z01. 
A. Effets des substrats. B. Effets du 
MC3343 et du 550161Z01 à faibles 
et fortes concentrations. Pour 
chaque condition, la DNMT3A-C a 
été incubée à 7µM avec les 
molécules indiquées sur l’axe des 
abscisses. Le SAM est incubé à 8µM 
et le duplexe d’ADN à 14µM. Le 
MC3343 est incubé à 28µM (en 
bleu) et à 100µM (en bleu à pois 
noirs). Le 550161Z01 est incubé à 
28µM (en rose) et 240µM (en rose 
à pois noirs). Les moyennes sur 2 
expériences indépendantes sont 
représentées ± l’écart-type, excepté 
pour les faibles concentrations de 
MC3343 et 550161Z01 où les 
manipulations sont en points 
uniques. 
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En l’absence de ligand, la température de dénaturation (Tm) de la DNMT3A-C 
mesure 44,9°C ± 0,3°C. Lorsque la protéine est en présence de 8µM de SAM le Tm est 
augmenté de 2,1°C ± 0,2°C. De même, l’ajout de 14µM de duplexe induit une 
augmentation du Tm de 1,1°C ± 0,0°C. Cela confirme que l’ADN interagit avec la protéine 
dans nos conditions expérimentales. Notons qu’en présence à la fois de 8µM de SAM et 
14µM d’ADN, un effet synergique est observé et le Tm de la DNMT3A-C est augmenté de 
4,2°C ± 0,2°C par rapport à des conditions sans substrat. Ces résultats montrent que le 
complexe ternaire est très stable (Figure 3-16.A.). 
Nous avons ensuite testé l’incubation de la protéine avec le MC3343 et le 
550161Z01 en présence ou absence des deux substrats (Figure 3-16.B.). Si globalement, 
le 550161Z01 ne produit qu’un effet très modéré sur l’enzyme avec ou sans ses 
substrats (ΔTm observés entre -1,0°C et 1,0°C), le MC3343 a un comportement différent. 
En effet, lorsqu’il est incubé avec la DNMT3A-C seule ou avec du SAM, il ne semble pas y 
avoir interaction étant donné que les différences de Tm observés avec ou sans MC3343 
sont inférieures à 1,0°C, quelque soit la concentration d’inhibiteur étudiée. Par contre, 
l’inhibiteur réussit à fortement déstabiliser le complexe DNMT3A-C/ADN (ΔTm = -1,8°C 
et -3,6°C ± 0,4°C à respectivement 28µM et 100µM de MC3343). De même, un fort effet 
déstabilisant du MC3343 est visible lors de son incubation avec le complexe ternaire 
DNMT3A-C/SAM/ADN (ΔTm = -3,5°C et -4,4°C ± 0,2°C à respectivement 28µM et 100µM 
de MC3343).  
Il apparaît donc que le MC3343 n’interagit ni avec l’enzyme seule ni avec le 
complexe enzyme/SAM aux concentrations étudiées. Par contre, dès que l’inhibiteur est 
en présence d’ADN, que cela soit sur le complexe enzyme/ADN ou enzyme/SAM/ADN, 
une forte déstabilisation dose-dépendante est observée. Cela serait cohérent avec la 
formation d’un complexe ADN/MC3343 qui participe à inhiber l’enzyme.  
Les analyses de DSF sur le SGI-1027 et le 551610Z01 à 28µM et 240µM sont en 
cours, ainsi que la seconde analyse du MC3343 et 550161Z01 à 28µM. 
 
2.4. Discussion 
Deux articles ont été publiés décrivant le SGI-1027 comme compétiteur du SAM. 
En ce qui concerne le premier article (Datta et al. 2009), nous avons repris le graphique 






Figure 3-17. Analyse des données de compétition SAM du SGI-1027 sur DNMT1 de l’article de Datta et 
al. (Datta et al. 2009). 
A. Figure extraite de l’article (Datta et al. 2009). B. Retranscription des données. C. Kmapp en fonction de la 
concentration en SGI-1027. D. 1/Vmapp en fonction de la concentration en SGI-1027. Pour les graphiques C et 
D, les régressions linéaires sont représentées par une ligne noire si la pente est significativement différente de 
0 (p<0,05). 
 
A première vue, l’analyse des courbes d’activité de la DNMT1 en fonction de la 
concentration SAM pour différentes concentrations de SGI-1027 montre des Vmapp qui 
pourraient être extrapolés constants et des Kmapp qui augmenteraient en fonction de la 
concentration en SGI-1027. Ce comportement est typique d’un compétiteur SAM, comme 
l’ont conclu les auteurs. Cependant, pour nous en assurer, nous avons réalisé des 
régressions non-linéaires avec l’équation de Michaelis-Menten afin d’obtenir une 
estimation des Kmapp et des Vmapp. En traçant les valeurs obtenues en fonction de la 
concentration en SGI-1027, nous nous sommes alors aperçus que 1/Vmapp augmente 
linéairement avec la concentration d’inhibiteur (R² = 0,9673) tandis que Kmapp reste 
globalement constant (Figure 3-17.C-D.). L’analyse plus poussée des données de Datta et 
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al. (Datta et al. 2009) confirme donc notre hypothèse selon laquelle le SGI-1027 est non-
compétiteur SAM. 
D’un autre côté, Fagan et al. ont réalisé des expériences de compétition sur une 
DNMT1 tronquée (621-1600) à laquelle il manque notamment le domaine TRF (Fagan et 
al. 2013). Or, il a été montré que ce domaine, qui interagit avec l’ADN et peut pénétrer 
dans la poche catalytique, est un compétiteur d’ADN endogène de la DNMT1 et serait 
impliqué dans l’auto-inhibition de cette enzyme (Syeda et al. 2011). Etudier le 
mécanisme d’action d’inhibiteurs sur cette DNMT mutée paraît donc hasardeux. 
Grâce à notre test Flashplate™, nous avons démontré que le SGI-1027 et ses 
dérivés étaient non-compétitifs SAM sur DNMT1. De plus, même s’ils induisent un 
comportement non-Michaelien lors des études de compétition ADN, nous avons été en 
mesure de déterminer que les 3 inhibiteurs étaient compétiteurs ADN sur DNMT1. Ces 
déviations aux équations de Michaelis-Menten peuvent être expliquées par diverses 
hypothèses dont des interactions à l’ADN. 
On pourra remarquer que le graphique de vitesse de réaction en fonction de la 
concentration d’ADN pour le MC3343 (Figure 3-10.B.) possède un comportement 
légèrement différent des deux autres composés. En effet, les points expérimentaux 
semblent s’aligner selon une droite. Une hypothèse que nous proposons est que le 
MC3343 possède une affinité pour l’ADN beaucoup plus grande que les autres 
composés. Ainsi, les allures sigmoïdales observées pour les autres composés seraint 
étirées et apparaîtraient comme des droites. Cela correspondrait mathématiquement à 
un cas extrême du modèle compétitif de Copeland (Eq. 1, Annexe A.2.) où la constante de 
dissociation du complexe substrat-inhibiteur est infiniment petite et où la vitesse de 
réaction pourrait alors s’écrire comme une fonction linéaire de la concentration en 
substrat (Hypothèse, Annexe A.2.). 
Afin de vérifier nos hypothèses d’interactions à l’ADN, nous avons utilisé 
plusieurs techniques différentes. Nous avons d’abord étudié si le SGI-1027 et ses dérivés 
étaient capables d’induire un changement de température de dénaturation thermique de 
duplexes d’ADN. Ainsi, nous avons montré que le 551610Z01 et le MC3343 
interagissent avec l’ADN, en particulier le MC3343, tandis que le SGI-1027 et le 
550161Z01 n’interagissent que faiblement avec l’ADN. Cela a été confirmé par l’analyse 
d’empreinte à la DNase I, qui a également montré que le 551610Z01 et le MC3343 se 




deux tests ont confirmé que le MC3343 était le dérivé qui possédait la plus forte affinité 
pour l’ADN quelque soit l’ADN étudié. 
Nous avons ensuite évalué la capacité de l’inhibiteur le plus actif (MC3343) et le 
moins actif (550161Z01) à se lier à la DNMT3A-C par DSF. Le 550161Z01 n’a montré 
aucune fixation significative sur la DNMT3A-C, en présence comme en absence des 
substrats de l’enzyme, quelque soit les concentrations d’inhibiteur étudiées. Le MC3343 
ne provoque pas non plus de déplacement significatif du Tm lors de son incubation avec 
l’enzyme seule ou avec le complexe enzyme + SAM. Cependant, l’incubation avec le 
complexe enzyme + ADN ou enzyme + ADN + SAM provoque de fortes déstabilisations 
dose-dépendantes. Cela serait cohérent avec la formation d’un complexe ADN – 
inhibiteur qui provoquerait ensuite l’inhibition de l’enzyme. 
A la suite de nos analyses, nous pouvons donc formuler l’hypothèse que le SGI-
1027 et ses dérivés ne sont pas des inhibiteurs directs de DNMT. Ces inhibiteurs 
interagiraient avec l’ADN et inhiberaient ainsi la DNMT. L’enzyme serait ensuite dans 
l’incapacité de transférer le groupement méthyle du SAM et serait donc piégée sur 
l’ADN. Or, selon Patel et al., le piégeage de la DNMT sur l’ADN peut amener à sa 
dégradation par le protéasome (Patel et al. 2010), ce qui pourrait donc expliquer la 
dégradation de DNMT1 observée sur plusieurs lignées cellulaires cancéreuses après 































Conclusion et perspectives 
 
Ce travail de thèse a eu comme objectif principal l’identification et la 
caractérisation de nouveaux inhibiteurs non-nucléosidiques des DNMT. Pour cela, nous 
avons travaillé sur une série d’inhibiteur de DNMT identifiés antérieurement au sein de 
notre équipe : les 3-chloro-3-nitroflavanones. Nous avons ensuite développé un nouveau 
test enzymatique permettant l’identification de nouveaux inhibiteurs de la méthylation 
de l’ADN ainsi que l’étude de leur mécanisme d’action.  
 
Lors de l’étude des 3-chloro-3-nitroflavanones, nous avons étendu la relation 
structure-activité en synthétisant de nouveaux composés di-substitués, ce qui a conduit 
à des composés dont les IC50 contre le complexe murin Dnmt3A/3L sont compris entre 
0.8µM et 3µM. De plus, la séparation énantiomérique du meilleur composé racémique 
selon Ceccaldi et al. (69, IC50 = 2,6µM ± 0,7µM, (Ceccaldi et al. 2011)) a permis d’obtenir 
le 69 (2S,3R), presque 2 fois plus puissant que le racémique avec une IC50 de 1,5µM ± 
0,5µM. Le 69 (2S, 3R) n’étant pas stable dans le tampon de méthylation utilisé dans 
notre test, nous avons alors tenté de le stabiliser chimiquement. Ainsi, le composé 
DD880 s’est avéré effectivement plus stable que le 69 (2S, 3R) et plus actif, avec une 
IC50 de 0,7µM ± 0,2µM contre Dnmt3A/3L. Les dérivés les plus actifs ont ensuite été 
caractérisés sur un système rapporteur épigénétique. Dans ce système, les 3-chloro-3-
nitroflavanones ont réussi à induire une réexpression de la luciférase par une 
déméthylation du promoteur CMV. Les analyses par bisulfite suivi de clonage et 
séquençage de plusieurs promoteurs de gènes suppresseurs de tumeurs nous ont 
permis d’identifier 3 gènes marqueurs pour KG-1 (CDKN2B, CDH1 et TP73), qui seront 
utilisés lors de l’évaluation de l’action déméthylante du 69 (2S, 3R) et du DD880 par Y. 
Menon dans le cadre de sa thèse.  
Afin d’améliorer la puissance de ces molécules, il serait intéressant de réaliser 
des traitements en combinaison avec des inhibiteurs de méthyltransférases ou de 
désacétlysases d’histones. En effet, seuls, les modulateurs de marques d’histones ne 
réussissent pas à induire une ré-expression stable des gènes dont le promoteur est 
hyperméthylé (Miranda et al. 2009). De plus, ils ne préviennent pas la reméthylation des 
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promoteurs de TSG observée après l’arrêt d’un traitement par un agent déméthylant 
d’ADN (Egger et al. 2007 ; Lakshmikuttyamma et al. 2010). D’un autre côté, le traitement 
uniquement par un déméthylant d’ADN induit une déméthylation des promoteurs de 
TSG qui n’est pas forcément corrélée à sa ré-expression, probablement à cause des 
marques d’histones (Flotho et al. 2009).  Ainsi, une forte synergie a été observée en 
traitant à la fois avec des modulateurs de marques d’histones et  des agents 
déméthylants de l’ADN (Cameron et al. 1999 ; Fandy et al. 2009), ce qui pourrait être 
une piste intéressante pour améliorer l’effet anti-tumoral induit par les 3-chloro-3-
nitroflavanones et notamment par le 69 (2S,3R) ou le DD880. 
En plus de ces questions de combinaisons, de nombreuses interrogations ont été 
soulevées sur les schémas de traitements avec des inhibiteurs de DNMT. En effet, toutes 
les expériences que nous avons réalisées sont basées sur des schémas classiques de 
traitement DAC avec une lecture du résultat après 3 jours de traitements, que ce soit 
pour les traitements cellulaires ou in vivo. Or, récemment, Tsai et al. ont montré que des 
traitements de 3 jours à de faibles doses de DAC (5 à 100nM) sur des lignées 
leucémiques pouvaient induire un effet anti-tumoral à long terme (25 jours), lié à une 
déméthylation pan-génomique et à la réexpression de TSG (Tsai et al. 2012). Ce 
phénomène de mémoire du traitement serait caractéristique d’une reprogrammation 
épigénétique des cellules cancéreuses et expliquerait l’effet retardé observé chez les 
patients (Oki et al. 2008). Il serait donc intéressant d’étudier ces modèles de traitements 
avec les 3-chloro-3-nitroflavanones, afin de dissocier l’effet cytotoxique immédiat des 
produits d’une éventuelle reprogrammation épigénétique durable des cellules. 
Enfin, les gènes que nous avons choisi d’étudier ont été sélectionnés suivant 
l’action de la DAC. Or, d’après Flotho et al., les inhibiteurs nucléosidiques de DNMT 
possèdent des spectres de déméthylation distincts (Flotho et al. 2009). Il ne paraît donc 
pas invraisemblable que des inhibiteurs non-nucléosidiques puissent avoir d’autres 
gènes cibles que ceux de la DAC. De façon plus générale, le phénotype induit par un 
inhibiteur catalytique de DNMT peut s’avérer très différent de celui dû à un inhibiteur 
suicide, tel que la DAC, qui s’insère dans l’ADN et possède de nombreux effets non 
spécifiques comme les dommages à l’ADN (Biswal et al. 2012) ou l’inhibition de la 
synthèse protéique (Aimiuwu et al. 2012). Il serait donc intéressant de réaliser une 
étude sur le méthylome entier après traitement par un inhibiteur non-nucléosidique. 
Pour cela, l’idéal est de disposer d’inhibiteurs puissants et sélectifs d’une DNMT. Afin 
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d’identifier de telles molécules, nous avons développé un nouveau test enzymatique 
adaptable à toutes les DNMT. 
 
Après avoir tenté, sans succès, d’adapter un dosage SAH sur DNMT1, nous nous 
sommes tournés vers un test de scintillation par proximité. L’optimisation de ce test et la 
validation des études d’inhibition et de compétition nous a permis non seulement de 
caractériser la série des 3-chloro-3-nitroflavanones issues d’un criblage de 
chimiothèque mais également de réaliser une étude de SAR sur des composés issus de 
conception rationnelle, pour lesquels nous avons proposé une possible interaction avec 
l’ADN grâce à l’analyse de l’allure des courbes dose-réponse. Nous avons également 
appliqué notre test sur des molécules identifiées par criblage virtuel grâce à une 
collaboration avec le Pr. Gagnon et démontré la faible activité de ces composés sur les 
DNMT. Enfin, une collaboration avec le Pr. Mai nous a permis de réaliser des études de 
sélectivité sur des dérivés d’inhibiteurs de méthyltransférases d’histones et d’établir une 
SAR autour d’un inhibiteur de DNMT existant : le SGI-1027. Ainsi, nous avons identifié 
un dérivé du SGI-1027 qui est 2 fois plus puissant sur DNMT1 et avons proposé un 
nouveau mécanisme d’action pour cette série chimique. 
Précédemment, les sels quaternaires du SGI-1027 avaient été décrits comme 
ligand du petit sillon (Adams et al. 2005) et le SGI-1027 avait été identifié comme 
compétiteur SAM sur DNMT1 (Datta et al. 2009 ; Fagan et al. 2013). Nous avons mis en 
évidence que les études de compétition réalisées présentaient des biais probablement 
dus aux interactions de ces inhibiteurs avec l’ADN (Copeland and Horiuchi 1998), et que 
le SGI-1027 et ses dérivés sont vraisemblablement des compétiteurs ADN. En réalité, le 
SGI-1027 pourrait posséder un mécanisme d’action un peu plus complexe. Prenons 
l’exemple d’EPZ5676, un inhibiteur de la méthyltransférase d’histone DOT1L. La 
superposition du SAH cristallisé dans la poche catalytique de DOT1L (PDB : 3QOX) avec 
l’inhibiteur montre clairement que son groupement benzimidazole s’étend au-delà de la 
partie acide aminé du SAH et devrait a priori, avoir beaucoup de difficultés à rentrer 
dans la poche catalytique (Figure C-1.A.). Il a donc été proposé qu’EPZ5676 et ses 
dérivés soient capables d’induire un changement de conformation de l’enzyme 
(Basavapathruni et al. 2012 ; Yu et al. 2012), ce qui fut validé par des études de co-
cristallisation de DOT1L et EPZ5676 (Daigle et al. 2013). 
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De façon similaire, la superposition du SGI-1027 avec le SAH cristallisé dans la 
poche catalytique de la DNMT1 (PDB : 4DA4) montre que la quinoléine pourrait lui aussi 
empêcher l’entrée de l’inhibiteur dans la DNMT1 (Figure C-1.B. et C.). On pourrait donc 
réaliser des études de co-cristallisation de la DNMT1 avec le SGI-1027 afin de vérifier si 
ce dernier induit, ou non, un changement conformationnel de l’enzyme. Cependant, nous 
ignorons si cette hypothèse est compatible mathématiquement avec les hypothèses de 
Copeland (Copeland and Horiuchi 1998). 
 
Figure C-1. Similarités entre EPZ5676 et SGI-1027. 
A. Superposition d’EPZ5676 (en vert) sur le SAH cristallisé dans DOT1L (en gris, PDB : 3QOX). B. 
Superposition du SGI-1027 (en bleu clair) sur le SAH cristallisé dans DNMT1 (en gris, PDB : 4DA4). C. 
Représentation de la poche catalytique de la DNMT1 avec le SAH (en gris) et la cytidine méthylée (en violet) 
(PDB : 4DA4). Modélisation réalisée avec Benchware 3D Explorer. Les atomes d’azotes sont symbolisés en 
bleu foncé, les soufres en jaune, les oxygènes en rouge, les fluors en vert, les phosphates en orange, les 
hydrogènes polaires en cyan et les liaisons hydrogènes sont symbolisées par des ellipses rayées roses. 
 
En comparant le test enzymatique Fluo-Met et Flashplate™, nous avons remarqué 
une importante différence de prix par puits (0.45€/puits pour le test Fluo-MET contre 
1.18€/puits pour un test d’inhibition en Flashplate™ et plus de 8€/puits pour le test de 
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compétition en Flashplate™). Afin de réduire le coût de manipulation et la production de 
déchets radioactifs, nous avons commencé à développer un test enzymatique en phase 
homogène sur DNMT1, basé sur le principe du test Fluo-MET. Ainsi, un duplexe d’ADN 
biotinylé contenant un seul site CpG hémiméthylé, possède un fluorophore qui est perdu 
lors de la coupure par une enzyme de restriction sensible à la méthylation. A la 
différence du test Fluo-MET, nous réalisons la réaction de méthylation en phase 
homogène, puis l’ADN est capturé sur une plaque coatée avidine et subit finalement une 
étape de restriction enzymatique. 
La recherche d’enzymes de restriction capables d’induire un différentiel de 
coupure suffisant entre ADN hémiméthylé et méthylé est probablement l’étape clé du 
développement de ce test. Après avoir essayé de nombreuses enzymes (ClaI, HhaI, BfuCI, 
Sau3AI…), nous avons choisi d’utiliser BfuCI qui présentait la plus grande fenêtre 
dynamique de lecture. De nombreuses optimisations restent encore à réaliser, il faudra 
notamment refaire une cinétique de méthylation et évaluer les Km de chaque substrat, 
afin de savoir si des études de compétition sont possibles en plaques 384-puits. Il est 
également possible de réduire le volume réactionnel du test Fluo-MET qui est 
actuellement de 50µL et enfin, de passer le test de Fluo-MET de DNMT3A en phase 
homogène. On pourrait également tester une nouvelle enzyme de restriction : GlaI, qui 
permettrait de couper lorsque l’ADN est méthylé et de ne pas couper lorsque l’ADN est 
hémiméthylé (Fagan et al. 2013). Cela permettrait au test de détecter non pas une 
diminution du signal fluorescent lors de l’inhibition de la DNMT, mais une augmentation 
de la fluorescence, ce qui est préférable d’un point de vue technique. 
 
La recherche et la caractérisation d’inhibiteurs non-nucléosidiques des DNMT 
sont des défis pouvant amener vers de nouveaux candidats médicaments, mais qui se 
heurtent à de nombreux problèmes. En effet, la méconnaissance des effets cellulaires 
attendus lors d’une inhibition catalytique des DNMT est un problème inhérent à la 
recherche d’agents déméthylants non-nucléosidiques. Afin de répondre à cette 
problématique, Pradhan et al. ont proposé d’étudier des lignées cellulaires possédant 
une DNMT dont le domaine CXXC (647-690) a été délété (Pradhan et al. 2008). Cette 
approche est très intéressante puisque cette mutation modifie la constante catalytique 
kcat de la DNMT1 de la même façon qu’un inhibiteur non-compétitif ou incompétitif 
d’ADN, et permettrait d’étudier une inhibition sélective de la DNMT1. De même, une 
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stratégie identique peut être appliquée sur DNMT3A et DNMT3B. Dans le cas de 
DNMT3B, Van Emburgh et al. ont décrit de nombreux variants d’épissage et des enzymes 
mutées ponctuellement (Van Emburgh and Robertson 2011), dont certaines, notamment 
les DNMT3B mutées R840Q et R823G, démontrent une activité comparable à une 
DNMT3B inhibée par un compétiteur SAM (Moarefi and Chedin 2011).  
La mise en place de lignées cellulaires mutées sur DNMT1, DNMT3A ou DNMT3B 
pourrait permettre d’étudier les modifications induites par une inhibition spécifique de 
ces enzymes. Il sera donc possible d’identifier des profils de déméthylation ou des 
phénotypes spécifiques à des inhibiteurs catalytiques non-nucléosidiques, et d’accéder à 
une meilleure compréhension vitro du phénomène de méthylation de l’ADN. 
A l’issue de cette thèse, nous avons pu constater que les 3-chloro-3-
nitroflavanones sont encore loin d’avoir les caractéristiques requises pour être 
considérées comme des inhibiteurs puissants des DNMT (IC50 de l’ordre du nM). En 
revanche, nous avons identifié un inhibiteur prometteur : le MC3343, un ligand de 
l’ADN, qui doit être encore amélioré. Néanmoins, il reste nécessaire de trouver de 
nouveaux inhibiteurs et, les tests existants ayant été largement exploités, il semble 
essentiel d’établir de nouveaux tests et de nouvelles approches, particulièrement des 
tests cellulaires, afin de détecter de nouveaux inhibiteurs catalytiques plus puissants, et 






























Les détails des différentes étapes de synthèses et d’analyses ont été publiés 
précédemment (Bauvois et al. 2003). Les composés 200701, 378309, 378310, 378312, 
378313, 378314, 378339, DD880 et DD885 ont été synthétisés en adaptant à une 
échelle de 35mmol la méthodologie décrite en schéma 1, à partir de leurs 2-
hydroxybenzaldéhydes et de leurs Z-2-chloro-2-nitroethenylbenzenes via leurs 
précurseurs 3-chloro-3,4-dihydroxy-3-nitro-2-phenyl-2H-1-benzopyranes (Dauzonne et 





Les réactifs de depart ont été achetés chez SigmaAldrich, Acros, AlfaAesar ou TCI. 
Les spectres RMN 1H (300MHz) et 13C (75.1MHz) ont été enregistrés sur un 
spectromètre Varian AC 300. Les spectres RMN 1H (500MHz) et 13C (126MHz) ont été 
enregistrés sur un spectromètre Bruker Avance II. Les déplacements chimiques sont 




indiquées suivant les abréviations suivantes : s (singulet), d (doublet), dd (doublet de 
doublet), ddd (doublet de doublet de doublet), m (multiplet) et br (signal large). Les 
constantes de couplages sont exprimées en Hz. Les réactions sont suivies par 
chromatographie sur couche mince et les produits sont visualisés par exposition aux UV. 
Les purifications sur colonnes ont eu lieu sur un système Puriflash 430 (Interchim). Les 
points de fusions des produits recristallisés ont été mesurés sur un banc Köfler. Le 
rendement indiqué est le rendement global. Les mélanges racémiques sont séparés sur 
un système composé de pompe Knauer et d’une colonne chirale LC50 ProChrom. Les 
pouvoirs rotatoires sont mesurés sur un polarimètre PerkinElmer 241. La 
caractérisation des structures cristallines par diffraction des rayons X a été réalisée au 




Rendement  87% ; mp 197-198°C  recristallisé dans un mélange benzène/heptane. 
RMN 1H (CDCl3, 300MHz)  (ppm): 6.77 (s, 1H), 7.12 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.33-7.50 (m, 
3H), 7.63 (dd, J1= 1.9 Hz, J2= 8.9 Hz, 1H), 7.95 (dd, J1= 3.4 Hz, J2= 8.2 Hz, 1H), 8.05(d, J = 
1.9 Hz, 1H). 
RMN 13C NMR (CDCl3, 75.1MHz)  (ppm): 78.8, 100.6, 118.3, 120.6, 127.4, 128.75 (2 X 
C), 130.0, 130.6, 131.2, 132.3, 134.5, 138.4, 159.1, 178.1 
 
3-Chloro-2,3-dihydro-3-nitro-6-fluoro-2-(2-chlorophenyl)-4H-1-benzopyran-4-
one (378309)  
Rendement  62%. 
RMN 1H (CDCl3, 300MHz)  (ppm): 6.76 (s, 1H), 7.15 (dd, J1 = 4.0Hz, J2 = 9.2Hz, 1H), 
7.39-7.44 (m, 4H), 7.73 (dd, J1 = 3.2Hz, J2 = 7.6Hz, 1H), 7.95 (t, J = 6.0Hz, 1H). 
RMN 13C NMR (CDCl3, 75.1MHz)  (ppm): 78.5, 103.1, 114.1, 117.7, 120.4, 126.0, 126.9, 








RMN 1H (CDCl3, 300MHz)  (ppm): 6,71 (s, 1H), 7,02 (t, J=8,5Hz, 2H), 7,15 (d, J = 9,0Hz, 
1H), 7,46-7,52 (m, 1H), 7,64 (dd, J1 = 2,5Hz, J2 = 8,5Hz, 1H), 8,06 (d, J = 3,0Hz, 1H). 
RMN 13C NMR (CDCl3, 75.1MHz)  (ppm): 77.2, 112.6, 118.2, 120.4, 128.3, 128.7, 129.7, 




Rendement  65% ; mp 163-164°C recristallisé dans un mélange benzène/heptane. 
RMN 1H (CDCl3, 300MHz)  (ppm): 6.89 (s, 1H), 7.33 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 7.36-7.57 (m, 
3H), 7.94 (br.d, J = 6.7 Hz, 1H), 8.53 (br. d, J = 8.2 Hz,  1H), 8.98 (s, 1H). 
RMN 13C NMR (CDCl3, 75.1MHz)  (ppm): 79.0, 99.9, 117.4, 120.5, 126.0, 127.6, 128.0, 




Rendement  67% ; mp 160-161°C recristallisé dans un mélange benzène/heptane. 
RMN 1H (CDCl3, 300MHz)  (ppm): 6.81 (s, 1H), 7.02 (t, J = 8.8 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 9.1 
Hz, 1H), 7.45-7.55 (m, 1H),  8.51(dd, J1= 2.8 Hz, J2= 9.1 Hz, 1H), 8.97 (d, J = 2.8 Hz, 1H). 
RMN 13C NMR (CDCl3, 75.1MHz)  (ppm): 79.4, 99.9, 107.2, 112.9, 113.2, 117.7, 120.5, 
125.7, 132.1, 132.4, 134.0, 144.0, 163.5, 164.6, 176.8.              
 
3-Chloro-2,3-dihydro-3-dinitro-6-fluoro-2-(2,6-difluorophenyl)-4H-1-
benzopyran-4-one (378314)  
Rendement  38%. 
RMN 1H (CDCl3, 500MHz)  (ppm): 6,69 (s, 1H), 7,02 (t, J = 9,0Hz, 2H), 7,18 (dd, J1 = 
4,0Hz, J2 = 9,0HzHz, 1H), 7,41-7,45 (m, 1H), 7,75 (dd, J1 = 3,0Hz, J2 = 8,0Hz, 1H), 8,04 (s, 
1H) 
RMN 13C NMR (CDCl3, 126MHz)  (ppm): 76.8, 77.4, 112.5, 112.8, 114.2, 116.1, 120.6, 
125.4, 125.9, 128.8, 131.1, 133.2, 159.4, 167.9, 177.4 
 
6-Bromo-2-chloro-2,3-dihydro-3-nitro-2-(2-chlorophenyl)-4H-1-benzopyran-4-




Rendement 71% ; mp 193-194°C (avec changement allotropique à 187-190°C) 
recristallisé dans un mélange benzène/heptane. 
RMN 1H (CDCl3, 300MHz)  (ppm): 6.77 (s, 1H), 7.06 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.36-7.47 (m, 
3H), 7.75 (dd, J1= 3.2 Hz, J2= 8.8 Hz, 1H), 7.92-7.98 (m, 1H), 8.20(d, J = 2.5 Hz, 1H). 
RMN 13C NMR (CDCl3, 75.1MHz)  (ppm): 81.5, 100.6, 117.1, 118.8, 120.9, 127.4, 128.7, 
130.6, 131.2, 131.9, 132.4, 134.5, 141.2, 159.6, 177.8.               
 
3-Chloro-2,3-dihydro-3-nitro-2-(2-nitro-5-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-
one (DD880)  
Rendement 73% ; mp 191-192°C recristallisé dans un mélange benzène/heptane. 
RMN 1H (CDCl3, 300MHz)  (ppm): 3.95 (1, 3H), 7.06 (dd, J1= 2.7 Hz, J2= 9.1 Hz, 1H), 
7.18 (dd, J1= 2.8 Hz, J2= 8.4 Hz, 1H), 7.29 (br. t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.42 (s, 1H), 7.58 (d, J = 2.7 
Hz 1H),  7.71 (ddd, J1= 1.6 Hz, J2= 7.3 Hz  J3= 8.4 Hz, 1H), 8.02 (br. d, J = 9.1 Hz, 1H), 8.07 
(dd, J1= 1.6 Hz, J2= 7.9 Hz, 1H). 
RMN 13C NMR (CDCl3, 75.1MHz)  (ppm): 56.2, 75.9, 100.9, 115.2, 116.5, 116.8, 118.4, 




Rendement 77% ; mp 200-202°C recristallisé dans un mélange benzène/heptane. 
RMN 1H (CDCl3, 300MHz)  (ppm): 7.20 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.31 (t, J = 7.3 
Hz, 1H), 7.63 (dd, J1= 2.2 Hz, J2= 8.7 Hz, 1H), 7.74 (ddd, J1= 1.6 Hz, J2= 7.4 Hz  J3= 8.6 Hz, 
1H), 7.91 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.08 (dd, J1= 1.6 Hz, J2= 7.9 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 
RMN 13C NMR (CDCl3, 75.1MHz)  (ppm): 75.4, 100.6, 116.7, 118.4, 124.4, 126.0, 126.7, 
129.5, 131.0, 131.6, 138.4, 139.5, 147.2, 150.6, 177.4.              
 
Pouvoirs rotatoires : 




41.32 24.32 18.96 19.41 23.43 




αlu -2,747 - 0,9328 +0,7282 - 0,4255 + 0,542 
[α]D (dm-
1.g-1.cm3) 





Equations de vitesse initiale de réaction en présence d’un inhibiteur 
se liant à un substrat 
 
Equation 1 : Modèle compétitif de Copeland. 
  
   
     
   
       
           
        
 
  
   
 
 




     
   
       
           
        
 
  






Hypothèse : Cas où  
    (interaction subtrat-inhibiteur très forte) dans le 
modèle compétitif de Copeland. 
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Pour     , on a :          
⇒       




⇒         
 
Donc si on remplace dans l’équation du modèle compétitif de Copeland : 
⇒  
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Si      
⇒  
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Avec : 
   
   
la concentration en inhibiteur libre en solution 








   
   
    
   
β 
la concentration en inhibiteur totale 
  la concentration en substrat libre en solution 
la constante de dissociation du complexe substrat-inhibiteur 
la vitesse maximale 
la constante de dissociation du complexe enzyme-substrat 
la constante de dissociation du complexe enzyme-(substrat-inhibiteur) 
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Synthèse et caractérisation de nouveaux inhibiteurs de la méthylation de 
l’ADN dans les cancers. 
De part son caractère réversible, l’épigénétique, notamment la méthylation de 
l’ADN, est une cible thérapeutique particulièrement intéressante dans les cancers. Les 
enzymes responsables de la méthylation de l’ADN sont les méthyltransférases d’ADN 
(DNMT). Les seuls inhibiteurs de DNMT sur le marché présentent de nombreux 
désavantages dont l’absence de sélectivité et l’intégration à l’ADN. Il est donc nécessaire 
d’identifier et de caractériser des inhibiteurs non-nucléosidiques sélectifs de DNMT. 
Aujourd’hui, seul le SGI-1027 et les 3-chloro-3-nitroflavanones paraissent intéressants. 
Tout d’abord, nous nous sommes intéressés à l’étude de ces flavanones. Nous 
avons approfondi leurs relations structures-activités puis avons étudié leurs capacités à 
réactiver un système rapporteur épigénétique dans une lignée leucémique humaine. 
Enfin, nous avons étudié la méthylation de promoteurs de gènes suppresseurs de 
tumeurs afin de pouvoir les utiliser comme marqueurs de l’action déméthylante des 
flavanones. 
Nous avons ensuite développé un test basé sur la scintillation par proximité et 
l’avons miniaturisé. Ce dernier nous a permis d’étudier l’inhibition de plusieurs DNMT et 
le mécanisme d’action de nombreuses molécules. Enfin, grâce à plusieurs collaborations, 
nous avons pu identifier un nouveau dérivé de SGI-1027, deux fois plus actif que ce 
dernier, et proposer un mécanisme d’action original pour cette série chimique. 
Mots-clés : Epigénétique, Leucémie, Flavonoïdes, DNMT, Compétition, Enzymologie. 
Synthesis and characterization of novel DNA methylation inhibitors in 
cancers. 
One of the main epigenetic mark is DNA methylation. The enzymes responsible 
for those marks are DNA methyltransferases (DNMT), for which two types of inhibitors 
exist: nucleosidic analogues and non-nucleosidic inhibitors. The first category has 
demonstrated its efficiency in clinical trials and two drugs are commercialized for 
treatment of myelodysplastic syndromes and acute myeloid leukemia. However, these 
compounds are not specific and chemically instable, which leads to development of 
selective non-nucleosidic inhibitors. To our knowledge, in this category, only the SGI-
1027 and the 3-chloro-3-nitroflavanones are interesting. 
First, we extended the structure-activity relationship of flavanones on an 
enzymatic assay and then studied their ability to reactivate an epigenetic reporter 
system in a leukemia cell line. Finally, we assessed the methylation status of some tumor 
suppressor genes promoters which will be used as cellular demethylation markers to 
monitor inhibitors effects. 
Since we wanted to investigate the selectivity and the mechanism of action of 
these compounds, we developed a new miniaturized scintillation by proximity assay. 
This test allowed us to study the flavanones and several other molecules. Thanks to 
collaborations, we have identified a new molecule, twice as potent as SGI-1027, and we 
were able to come up with an original mechanism of action. 
Keywords : Epigenetics, Leukemia, Flavonoids, DNMT, Competition, Enzymology. 
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